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(57) Abrege 

L J invention concerne un vcctcur recombinant caracterise en ce qu'il comprend un polynucleotide componant une region cis-active 
d' initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine r6trovirale ou rdtrovirale-like, ledit 
vecteur comprenant en outre une sequence de nucleotides ddterminee (transgene ou sequence nucleotidique dinteret) et des signaux de 
regulation de retrotranscription, d 'expression et d'encapsidation d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 
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UTILISATION DE SEQUENCES D'ADN DE STRUCTURE TRIPLEX POUR LE TRANS FERT DE SEQUENCES 
NUCLEOTIDIQUES 

5 La presente demande a pour objet ('utilisation de sequences d'ADN 

susceptibies de presenter une structure ou organisation a trois brins (appeiee 
"ADN triplex"), pour le transfer! de sequences de nucleotides dans des cellules, 
ainsi que des vecteurs recombinants contenant ces sequences triplex. 

L'inventton a done pour objet la definition et la fourniture de nouveaux 

icl moyens susceptibies d'etre mis en oeuvre par exemple dans le cadre de 
protocoles de therapie genique ou de transgenese pour la creation d l animaux 
ou de plantes transgeniques ou encore de cellules ou lignees cellulaires 
recombinantes. Ces moyens comprennent I'elaboration de nouveaux vecteurs 
susceptibies de transferer une sequence de nucleotides, et en particuiier une 

is sequence d'interet therapeutique, dans des cellules cibles du corps humain ou 
animal. 

Une limitation importante des approches de therapie genique connues 
jusqu'a ce jour, reside dans la vectorisation du gene d'interet therapeutique. 
Les vecteurs retroviraux derives d oncovirus, principalement du MoMLV, ont ete 

20 largement utilises pour le transfer! de gene. Leur application est grandement 
iimitee par le fait que les oncovirus ne s'integrent que dans des cellules cibles 
en division active. Au contraire, les lentivirus ont la capacite unique, parmi les 
retrovirus, d'infecter des cellules differenciees, non mitotiques, et represented 
des candidats viraux interessahts pour le developpement de nouveaux 

25 vecteurs. Tout en conservant les avantages d'un vecteur oncoviral (absence 
d'immunogenicite, integration stable), les lentivirus pourraient permettre la 
transduction in vivo de tissus differences non mitotiques (cerveau, muscle, foie, 
poumon...) et trouver ainsi un champ d'applications considerable en therapie 
genique. 
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Differentes tentatives de construction de vecteurs retroviraux a partir de 
lentivirus ont ete rapportees. On citera a cet egard les travaux de Poznansky 
M. et al (J. Virol 1991, 65, 532-6), de Naldini et a! (Science, 1996, 272, p 263-7) 
realises a partir du retrovirus HIV et ceux de Poeschla EM et al (Nature 
5 Medecine, 1998, 4, p 354-7) realises a partir du retrovirus FIV. 

Les inventeurs ont recherche des determinants impliques dans le 
mecanisme d'entree du genome retroviral dans le noyau des cellules 
(mecanisme d'import nucleaire) infectees. 

L'identification d'un determinant ADN triplex essentiel a Pimport a conduit 

10 les inventeurs a definir de nouveaux moyens, et en particulier des vecteurs 
utilisables pour le transfer! de genes, ou plus generalement de sequences de 
nucleotides (designes dans la suite par Pexpression "transgenes") dans des 
cellules cibles. Les inventeurs ont en particulier travaille a partir du retrovirus 
HIV ("human immunodefficiency virus", ou VIH), membre de la famille des 

15 lentivirus, et ont identifie et isole un determinant viral responsable de Pimport 
nucleaire de PADN proviral de HIV dans les cellules cibles : PADN triplex 
central. Cet ADN triplex s'est avere pouvoir fonctionner dans des vecteurs, hors 
du contexte nature! du genome HIV1, comme determinant d'import nucleaire 
permettant Pentree du genome vecteurdans le noyau de cellules cibles. 

20 Les mecanismes d'entree de PADN retroviral dans le noyau comportent 

des differences considerables d'une famille retrovirale a une autre. Le genome 
des lentivirus est capable de traverser la membrane nucleaire du noyau 
interphasique via Padressage puis la translocation de son complexe de pre- 
integration (ADN lineaire et proteines associees) a travers le pore nucleaire. 

25 Ainsi, ces virus sont capables de se repliquer en absence de division de \a 
cellule cible. lis infectent en particulier les macrophages tissulaires differencies 
et les cellules dendritiques, cellules au centre de la transmission, de la 
dissemination, et de la physiopathologie du HIV. A Pinverse, les genomes des 
oncovirus et des spumavirus sont incapables de traverser la barriere 



PCT/FR99/00974 



1 



WO 99/55892 PCT/FR99/00974 



representee par la membrane nucleaire. Leur complexe de pre-integration doit 
attendre la mitose, et la disorganisation de la membrane nucleaire, pour 
acceder aux chromosomes mitotiques et s'integrer. 

Les determinants viraux responsables de I'import nucleaire de I'ADN du 
5 virus HIV1 ont ete recherches par les inventeurs. [^identification et la 
comprehension fonctionnelle des mecanismes moleculaires de ('import 
nucleaire du complexe de pre-integration de HIV presente en effet des interets 
fondamentaux importants. Les inventeurs ont identifie un mecanisme original 
d'import nucleaire du genome HIV-1 selon lequel cet import serait gouverne par 

10 une structure ADN, un-triplex au centre des molecules d'ADN lineaires, genere 
par des etapes particulieres a la retrotranscription lentivirale. 

La structure d'ADN triplex presente au centre des molecules d'ADN 
lineaires generees lors de la retrotransciption lentivirale, en particulier dans le 
retrovirus HIV, a ete decrite par les inventeurs dans differentes publications 

15 anterieures (Charneau P. et al., J. MoL Biol. 1994, 241, 651-662 ; Charneau P. 
et al, Journal of Virology, Mai 1991, p. 2415-2421 ; Charneau P. et al, Journal 
of Virology, 1992, vol. 66, p. 2814-2820. 

La structure d'ADN formant un triplex lors de la retrotranscription virale, 
est un polynucleotide comportant une region cis- active d'initiation centrale, ou 

20 polypurine tract (cPPT), et une region cis- active de terminaison (CTS), ces 
regions permettant ('initiation de la transcription d'un brin+ dont la synthese est 
initiee par la region PPT presente au centre du genome de HIV ou d'autres 
lentivirus, et ['interruption de la synthese d'un second brin+, dont la synthese 
est initiee au niveau d'un site PPT 3' en amont du LTR retroviral (figure 1). 

25 La formation de la structure d'ADN triplex est la consequence d'un 

evenement de deplacement de brin discret au sein du genome du retrovirus, 
bloque par la sequence CTS (Charneau et al, J. Mol. Biol., 1994). 

II est entendu que le terme "ADN triplex" utilise ici designe une region 
d'ADN a trois brins, sans reference a la structuration de ces brins entre eux 
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(brin deplace libre, ou formant une triple helice ou une D-loop... etc). 

La structure cTADN triplex ainsi formee tors de la retrotranscription 
permet, ou a tout le moins contribue a Pentree du genome retroviral dans le 
noyau de la cellule, permettant de ce fait Tinfection de cellules non mitotiques. 

A partir de Identification de ce mecanisme requis pour I'entree de 
retrovirus dans le noyau des cellules cibles, les inventeurs ont elabore une 
nouvelie generation de vecteur lentiviral, incluant la region ADN triplex, 
^introduction d'un fragment d'ADN, issu du genome HIV-1 et comprenant les 
sequences cPPT et CTS actives en cis, dans un systeme de vecteur VIH, 
augmente la transduction de genes dans les cellules en stimulant le taux 
d'import nucleaire de I'ADN vecteur. Cette generation de vecteurs lentiviraux a 
triplex ameliore notablement la transduction de gene dans des cellules, 
mitotiques ou non. 

L'invention concerne une sequence nucleotidique d'origine retrovirale ou 
retrovirale-iike, pouvant etre preparee de maniere synthetique, comprenant des 
regions cPPT et CTS actives en cis dans la retrotranscription en general, et en 
particuiier 2 polynucleotides associes lorsqu'ils sont places dans le genome 
retroviral normal, ces polynucleotides contenant au moins 10 nucleotides 
chacun. 

La sequence nucleotidique selon ('invention comprend (voir figure 11G 
ou les sequences d'interet cis actives sont encadrees) d'un cote une sequence 
nucleotidique courte appelee "cPTT" dans le cas d'HIVI (au minimum 10 paires 
de bases) et de Tautre une sequence appelee M CTS" d'au moins 10 paires de 
bases dans le cas d'HIVL Les deux sequences actives en cis et une sequence 
nucleotidique issue du genome retroviral et situee entre ces deux sequences 
cis correspondent a environ 120 nucleotides dans le cas du genome d'HIVI 
nature!. 

L'invention concerne egalement une sequence nucleotidique 
comprenant trois brins d'ADN constitues par d'une part, la region CTS (ou une 
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region equivalente dans le cas d'une origine du genome utilise autre que celle 
d'HIVI mais ayant les memes proprietes que la region CTS pubiiee par 
Charneau et al, J. Mol. Biol., 1994, et d'autre part, en amont de CTS, une 
region ayant environ 90 a 110 nucleotides de preference 99 nucleotides dans le 
5 cas d'HIVI. 

(.'invention concerne un polynucleotide comprenant un fragment d'ADN a 
deux brins correspondant a la region cPPT ("polypurine track") associee a une 
sequence polynucleotidique presente naturellement dans le genome d'HIVI (ou 
une sequence equivalente naturelle ou synthetique) et enfin une region CTS 
10 nucleotidique qui adopte une conformation qui definit la fin de ia region a trois 
brins (cote 3') apres retrotranscription. 

Cette conformation a trois brins est denommee "sequence triplex". 
A titre d'exemple, la sequence triplex est celle figurant sur la figure 1 1 F 
pour HIV1 ou sur la figure 1 1G. Le triplex, in vivo, lorsqu'il est present dans un 
15 vecteur utilisable pour la penetration des membranes nucleaires des cellules 
eucaryotes, stimule rimportation d'ADN dans le noyau de la cellule a modifier 
ou a transduire. 

L'invention concerne I'utilisation de cette sequence triplex seule ou dans 
un vecteur pour introduire des sequences nucleotidiques auxquelles la 
20 sequence triplex est liee dans le noyau de la cellule eucaryote receptrice. 

[/invention a ainsi pour objet un vecteur recombinant caracterise en ce 
qu'il comprend un polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation 
centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions 
etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, ledit vecteur comprenant en outre 
25 une sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), et 
des signaux de regulation de retrotranscription, depression et d^ncapsidation 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

Le terme "polynucleotide" utilise se rapporte a toute sequence d'acide 
nucleique, sous forme de simple brin ou de double brin ou triple brin, qu'il 
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s'agisse d'ADN par exemple d'ADNc, ou d'ARN. 

A titre d 'exemple, I'invention a pour objet le transfert de transgenes a 
visee therapeutique, en particulier dans le cadre de protocoles de therapie 
genique somatique, pour inserer une sequence de nucleotides modulatrice ou 
reparatrice d'une activite deficiente dans les cellules somatiques d'un 
organisme afin de remedier au mauvais fonctionnement d'un gene endogene, 
ou pour permettre ('expression d'une fonction supplemental, notamment 
d'une fonction suppressive de Pexpression ou de I'activite d'un gene, dans un 
but therapeutique. 

Par ('expression "therapeutique" , on entend la recherche ou I'obtention 
d'un effet preventif ou curatif, ou encore la recherche ou I'obtention d'une 
amelioration ou d'une stabilisation de I'etat pathologique d'un patient. 

Dans le cadre de I'invention, et a titre d'exemple, les sequences 
nucleotidiques dites transgenes ou sequences nucteotidiques d'interet peuvent 
done etre des genes ou partie de genes ou sequences derivees de genes, par 
exemple des ADNc ou des ARN. II peut aussi s'agir de sequences antisens, de 
sequences mutant negatifs d'un gene donne, ou de sequences intervenant 
dans les fonctions de transcription, d'expression, d'activation de genes, ou 
encore des sequences appropriees pour Tactivation de prodrogues ou de 
substances cytotoxiques. 

Les sequences de transgenes dans le cadre de I'invention peuvent aussi 
avoir une activite de stimulation ou deduction de la reponse immunitaire, 
cellulaire ou humorale, par exemple lorsqu'elles sont utilisees pour transformer 
des cellules presentatrices de I'antigene. 

Ainsi, invention peut etre appliquee a la preparation de vecteurs 
utilisables en vue d'une therapie genique dans des domaines varies tels que 
celui des maladies hereditaires comportant I'alteration d'un gene, ces maladies 
comprenant par exemple la myopathie de Duchenne, la mucovicidose, des 
maladies neurodegeneratives ou encore des pathologies acquises telles que 
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des pathologies malignes conduisant naturellement a une reponse faible du 
systeme immunitaire. L'invention permet aussi d'envisager des traitements 
d'immunotherapie pour stimuler la reponse a des agents pathogenes, par 
exemple par la production de CTL, par exemple dans le cas de pathologies 
telles que les cancers ou des pathologies telles que le SIDA, ou dirninuer la 
reponse contre les antigenes du soi dans le cas des maladies auto-immunes. 

L'invention concerne egalement la fourniture de moyens permettant 
I'elaboration de compositions immunogenes ou de vaccins, prophylactiques ou 
therapeutiques ou de compositions immunogenes, 

Les vecteurs lentiviraux contenant un ADN triplex selon ['invention sont 
egalement utilises pour la construction d'animaux transgeniques, par la 
transduction de genes dans des lignees ou des cellules embryonnaires. 

Le vecteur de l'invention contient untransgene insere sous le controle de 
sequences regulatrices de transcription ou d'expression, virales ou non. 

Le transgene peut etre inclus dans une cassette depression 
comprenant les sequences appropriees pour la regulation de son expression 
dans une cellule. 

Un premier mode de realisation particulierement interessant de 
('invention est celui dans lequel le vecteur recombinant est caracterise en ce 
que les sequences d'origine retrovirales qu'il contient sont derivees du genome 
d'un lentivirus. 

Dans le cadre de la presente demande, le terme "derive" englobe toute 
sequence identique a la sequence contenue dans le genome du retrovirus, ou 
toute sequence modifiee par mutation, insertion, deletion, recombinaison, des 
lors qu'elle conserve la fonetion essentielle qu'elle possede au sein du genome 
retroviral, en vue de son insertion au sein du vecteur de Pinvention. 

Une telle sequence pourra etre obtenue par tout moyen en soi connu 
permettant Identification et Pisolement de sequences de nucleotides a partir de 
leur organisme d'origine, en particulier comprenant des etapes de clonage 
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et/ou d'amplification, ou par synthese selon toute technique disponible. 

Alternativement, le vecteur selon Pinvention est caracterise en ce que les 
sequences d'origine retrovirale-like sont derivees d'un retrotransposon. A cet 
egard, on mentionnera a titre d'exemple, le retrotransposon de levure TY1 
(Heyman T et al). 

Le vecteur recombinant ainsi decrit peut par exemple etre un plasmide 
recombine par une construction retroviral ou retrovirale-like et un transgene, le 
cas echeant contenu dans une cassette d'expression. 

Le vecteur recombinant peut aussi etre un retrotransposon, un phage, tel 
qu'un phage X ou un phage filamenteux susceptible d'etre introduit dans des 
bacteries ou un vecteur capable de transformer des levures, tel qu'un YAC. 

Un tel vecteur est utilisable pour la transduction de cellules, et en 
particulier de cellules d'encapsidation ou/et de cellules cibies, par toute 
methode en soi connue, incluant la transfection ou Tinfection ou la transduction 
par exemple par un vecteur adenovirus ou de type AAV contenant le vecteur 
ientiviral a triplex. 

Un vecteur ainsi defini peut etre transcomplemente par un ou plusieurs 
vecteurs additionnels apportant les sequences codant pour les polypeptides de 
structure du genome d'un retrovirus choisi, en particulier d'un lentivirus, ou les 
polypeptides de structure d'un retrotransposon. 

A cet egard, le vecteur de Tinvention peut etre transcomplemente par 
Tapport de sequences codant pour les polypeptides GAG . POL et ENV . ou pour 
une partie de ces polypeptides suffisante pour permettre la formation de 
particules retrovirales destinees a vectoriser le vecteur recombinant depourvu 
des genes viraux et comportant le transgene dont on recherche Texpression. 

Un vecteur selon ('invention peut etre caracterise par le fait que le 
transgene ou la sequence d'interet est contenu(e) dans une cassette 
d'expression comprenant des signaux regulateurs de transcription et 
d'expression. 
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De fagon generale, le(s) vecteur(s) utilises pour la trans- 
complementation en proteines retrovirales ou retrovirales-like, sont depourvus 
de signaux d'encapsidation. 

A ce sujet, on citera les vecteurs prepares selon les techniques de 
5 Goldman et al (1997) utiiisables pour la transcomplementation d'un vecteur 
recombinant selon Tinvention. 

L'invention a egalement pour objet des particules vecteur retrovirales 
recombinantes comprenant : 

a) un polypeptide gag correspondant a des nucleoproteines d'un 
10 lentivirus ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides GAG), 

b) un polypeptide qq\ constitue par les proteines RT, PRO, IN d'un 
lentivirus ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

c) un polypeptide d'enveloppe ou des polypeptides derives fonctionnels 
(polypeptides ENV), 

is d) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 

sequence de nucleotides determinee (transgene ou une sequence d'interet) 
placee sous le controle de signaux regulateurs de transcription et d'expression, 
une sequence contenant des signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation d'origine retrovirale ou retrovirale-like et un 

20 polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like et etant inserees dans une orientation fonctionnelle 
avec les susdits signaux regulateurs d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

Uinvention a aussi pour objet des particules vecteur retrovirales 

25 recombinantes comprenant : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag codant pour les 
nucleoproteines d l un lentivirus ou pour des polypeptides derives fonctionnels 
(polypeptides GAG), 

b) une sequence de nucleotides dite sequence eq! codant pour les 
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proteines RT, PRO, IN et RN d'un lentivirus ou pour un polypeptide derive 
fonctionnel (polypeptide POL), 

c) des signaux regulateurs de transcription et d'expression des 
sequences gag et pol . 

5 d) une sequence de nucleotides dite sequence env codant pour des 

polypeptides d'enveloppe ou pour des polypeptides derives fonctionnels 
(polypeptides ENV), la sequence env etant placee sous le controle de signaux 
regulateurs de transcription et d'expression, 

e) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 

10 sequence de nucleotides determinee (transgene), placee sous le controle de 
signaux regulateurs de transcription et d'expression, une sequence contenant 
des signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like et ,un polynucleotide comportant une 
region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de 

15 terminaison (CTS), ces regions etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, ces 
regions etant inserees dans une orientation fonctionnelle avec ies signaux 
regulateurs d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

Selon une variante de realisation, Tinvention a pour objet une sequence 
de nucleotides comprenant un polynucleotide comportant une region cis-active 

20 d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like, chacune de ces deux regions encadrant 
un enchainement de nucleotides interne, Ies susdites regions cis-actives cPPT 
et CTS etant inserees au sein de la susdite sequence de nucleotides, dans une 
orientation fonctionnelle avec des signaux regulateurs de retrotranscription 

25 d'origine retrovirale ou retrovirale-like. - - 

Les polypeptides GAG et POL sont Ies polypeptides de nucleoproteine 
issues de precurseurs dives par la protease virale. Les polypeptides POL 
comprennent la reverse transcriptase (RT), la protease (PRO), Pintegrase (IN) 
et la Rnase H (RN) du retrovirus. Le cas echeant, d'autres proteines du 
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retrovirus sont egalement utilisees pour la construction des particules vecteur. 
On note que les termes proteines ou polypeptides utilises couvrent les formes 
non glycosylees ou les formes glycosylees des polypeptides en question. 

Les sequences gag , pol et env utilisees pour la construction des 
5 particules vecteur retrovirales peuvent etre, le cas echeant, modifiees par 
mutation, par exemple par mutation ponctuelle ou par deletion ou insertion d'un 
ou plusieurs nucleotides, ou issues de chimeres recombinantes provenant de 
differents retrovirus par exemple entre HIV1 et HIV2 ou HIV1 et CAEV (Caprine 
Arthritiis Encephalitis Virus), des lors qu'elles permettent la production de 

10 polypeptides fonctionnels pour la production de particules virales capables de 
vectoriser le transgene a exprimer. En particulier, on aura recours a des 
sequences mutees pour accroitre la securite du retrovirus ainsi produit. 

Avantageusement, le vecteur recombinant de Tinvention ou les particules 
vecteur recombinantes sont telles que le transgene est sous le controle de 

15 signaux regulateurs de transcription et depression d'origine non retrovirale. 
Un promoteur susceptible d'etre utilise pour controler 1'expression du 
transgene, est par exemple le promoteur du CMV, le promoteur PGK ou EF1a 
decritdans Tripathy, SK et al. (PNAS 1994, 91, p 11557-11561). 

Selon une variante de realisation de I'invention, le transgene peut 

20 toutefois etre place sous le controle des signaux regulateurs identifies 
precedemment comme etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, en 
particulier sous le controle de la sequence LTR. 

Un lentivirus utilise pour deriver la construction retrovirale selon 
Tinvention peut etre choisi parmi les retrovirus HIV, par exemple HIV-1, HIV-2 

25 ou tout isolat different de ces deux types, ou par exemple parmi les virus CAEV 
(Caprine Arthritis Encephalitis Virus), EIAV (Equine Infectious Anemia Virus), 
VISNA, SIV (Simian Immunodeficiency Virus), ou FIV (Feline Immunodeficiency 
Virus). 

Un vecteur particulierement avantageux selon Tinvention est le vecteur 
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caracterise en ce que le polynucleotide est une sequence cTADN comprenant la 
region cis-active cPinitiation centrale (cPPT) et la region de terminaison (CTS) 
du genome d'un retrovirus HIV-T, ou de tout autre lentivirus. 

La sequence PPT centrale ou cPPT est une sequence relativement 
conservee au sein des lentivirus et est identifiee par la presence de nombreux 
residus purines dont certaines sont montrees sur la figure 11H. Des mutations, 
meme ponctuelles, au sein d'une de ces regions, peuvent abolir leur caractere 
fonctionnel lie a la formation des structures d'ADN triplex. 

[.'identification des sequences cPPT est facilitee par le fait qu'il s'agit de 
repetition au centre du genome chez les lentivirus, d'une sequence polypurine 
situee a la bordure amont (5') du LTR 3' chez tous les retrovirus. Cette 
sequence cPPT peut etre une repetition exacte, comme dans le cas du virus 
HIV-1, ou legerement modifiee chez d'autres lentivirus (figure 11H). La 
sequence de terminaison centrale CTS est caracterisee dans le cas du virus 
HIV-1 (Charneau et al, 1994). Elle est situee a une centaine de nucleotides en 
aval de la sequence cPPT. On trouve chez les autres lentivirus des sequences 
CTS candidates la encore a une centaine de nucleotides (de 80 a 120 
nucleotides) en aval de la sequence cPPT. La position probable de la 
sequence CTS est indiquee chez quelques lentivirus sur les figures 1 1 A a 1 TE. 

La sequence CTS du lentivirus EIAV a recemment ete caracterisee 
(Scott R. Stetor et al., Biochemistry 1999, 28, P 3656-67). Selon ces auteurs, 
chez EIAV, les sequences cPPT et CTS sont respectivement 5' AAC AAA GGG 
AGGGA3' et 5' AAA AAA TTT TGT TTT TAC AAA ATC 3\ 

Parmi les polynucleotides preferes utilisables dans le cadre de 
Pinvention, on cite par exemple les sequences representees a la figure 11, et 
plus precisernent les sequences comprises entre les deux regions cPPT et 
CTS, incluant les sequences desdites regions. 

Le cas echeant, la sequence de nucleotides comprenant le cPPT, le 
polynucleotide interne (c'est a dire liant le cPPT jusqu'a la sequence CTS) et la 
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■sequence CTS, peut etre mutee ponctuellement, ou mutee par deletion ou 
insertion de nucleotides. A titre d'exemple, des mutations ponctuelles ont ete 
reaiisees dans ia sequence cPPT de HIV1 et ont montre qu'il y avait maintien 
d'une infectivite residuelle dans les cellules (Charneau et al, J. Virol. 1992, 66, 
p. 2814-2820). 

L'invention couvre toute sequence mutee pour cPPT ou CTS ayant au 
moins 60 % d'identite avec la sequence nucleotidique cis active homologue 
naturelle d'ou elle est issue. En cas de sequences actives en cis chimeres, le 
pourcentage s'applique a chaque sequence nucleotidique mutee deta chimere. 

Des modifications de la sequence nucleotidique des regions PPT ou 
cPPT ou CTS peuvent etre introduces pour construire I'ADN triplex selon 
Tinvention. Ces modifications peuvent atteindre jusqu'a 40 % de la sequence 
naturelle. 

L'identite des sequence nucleotidiques variantes par rapport aux 
sequences dites naturelles, se calcule strictement par rapport au cPPT ou au 
CTS individuellement et non par rapport a la sequence nucleotidique de I'ADN 
triplex complet. 

La region comprise entre le cPPT et le CTS, est constitute par un 
polynucleotide qui peut etre soit celui trouve dans le genome retroviral d'origine 
entre le CTS et le PPT soit etre different de celui-ci a condition que PADN 
triplex conserve ses proprietes dans Timport nucleaire du polynucleotide 
permettant d*amener la sequence nucleotidique d'interet a Tinterieur du noyau. 

Le polynucleotide selon Tinvention peut etre introduit dans un vecteur 
replicatif ou non replicatif. Dans ie cas d'un vecteur retroviral, il s'agit d'un 
vecteur de type non replicatif. 

Pour la preparation de quantites importantes de particules vecteur 
retroviral, il est possible d'utiliser des vecteurs de type adenoviral dans lesquels 
a ete introduit le polynucleotide correspondant au genome retroviral qui 
contient les sequences ADN triplex et celles des genes gag, pol, et env. 
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Ces vecteurs adenoviraux peuvent eventuellement etre rendus replicatifs 
par Introduction d'une sequence origine de replication. 

Dans la figure 11G, les sequences cPPT et CTS du HIV-1 sont 
encadrees. 

5 En tout etat de cause, on utilisera des sequences mutees qui conservent 

la capacite a former un triplex d'ADN lors de ia retrotranscription du genome 
dans la cellule cible. 

Un vecteur recombinant selon un mode de realisation particuiier de 
('invention peut done comprendre, tout ou partie des sequences LTR 

io retrovirales ou de retrotranspbson, les sites retroviraux PBS, et PPT 3'-terminal, 
la sequence retroviral necessaire a Tencapsidation du genome vecteur dans la 
particule vecteur. La sequence LTR peut etre en partie deletee, notamment 
dans la region U3. 

Un vecteur particuiier selon Pinvention est le plasmide pTRIP.EGFP, 
if depose a la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
Tlnstitut Pasteur, France) le 15 avril 1998, sous le numero I-2005. La carte de 
restriction de ce vecteur est representee a la figure 10. 

Un autre vecteur selon Pinvention est le plasmide pTRIP.MEL-IRES-GFP 
depose a la CNCM le 20 Avril 1999 sous le n° 1-2185. Ce vecteur est le 
20 plasmide pTRIP.MEL-IRES-GFP represents a la figure 14. 

Un vecteur recombinant particuiier selon ('invention est caracterise en ce 
que les sequences gag , pol et env sont egalement derivees des sequences 
d f un lentivirus, en particuiier d'un retrovirus HIV, en particuiier HIV-1 ou HIV-2. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, les sequences gag et 
25 eol sont derivees d ! un retrovirus HIV et la sequence env est derivee d'un 
retrovirus distinct de HIV ou d'un virus, par exemple le virus de la somatite 
vesiculeuse (VSV), 

De fa?on generate et en fonction de Texpression du transgene que Ton 
recherche, on choisira d'avoir recours a une sequence env codant pour des 
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■ polypeptides env amphotropes par rapport a Phote dans lequel on souhaite 
exprimer le transgene, ou au contraire on choisira des sequences eny codant 
pour des polypeptides eny ecotropes. Le tropisme de la sequence env peut 
etre un tropisme specifiquement humain. 

5 L'invention a aussi pour objet des particules vecteur recombinantes 

comprenant une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), placee 
sous le controie de signaux regulateurs de transcription et d'expression, des 
signaux regulateurs de retrotranscription, depression et d'encapsidation et un 

10 polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS). 

Elle a egalernent pour objet des particules vecteur recombinantes 
comprenant une sequence de nucleotides recombinante contenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene), placee sous le controie de 

15 signaux regulateurs de transcription et d'expression, des signaux regulateurs 
de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation de retrotransposon et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant derivees d'un 
retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle avec les signaux 

20 regulateurs de retrotransposon. 

De plus, Tinvention a aussi pour objet des particules vecteur 
recombinantes comprenant : 

a) un polypeptide GAG correspondant aux nucleoproteines d'un 
retrotransposon ou a des polypeptides derives fonctionnels, 

25 b) un polypeptide POL correspondant aux proteines RT, PRO, IN d'un 

retrotransposon ou a un polypeptide derive fonctionnel, 

c) des signaux regulateurs de transcription et d'expression des 
sequences gag et poh 

d) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
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sequence de nucleotides determinee (transgene), placee sous le controle de 
signaux regulateurs de transcription et depression, une sequence contenant 
des signaux regulateurs de retrotranscription, depression et d'encapsidation 
de retrotransposon et un polynucleotide comportant une region cis-active 
d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 
regions etant derivees d'un retrotransposon et inserees dans une orientation 
fonctionnelle avec les signaux regulateurs de retrotransposon. 

De plus, 1'invention a aussi pour objet des particules vecteur 
recombinantes resultant de 1'expression de : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag codant pour les 
nucieoproteines d'un retrotransposon ou pour des polypeptides derives 
fonctionnels (polypeptides GAG), 

b) une sequence de nucleotides dite sequence bqI codant pour la 
proteine RT, PRO et IN d'un retrotransposon ou pour un polypeptide derive 
fonctionnel (polypeptide POL), 

c) des signaux regulateurs de transcription et depression des 
sequences gag et eel, lesdites particules comprenant une sequence de 
nucleotides recombinante comprenant une sequence de nucleotides 
determinee (transgene), placee sous le controle de signaux regulateurs de 
transcription et depression, une sequence contenant des signaux regulateurs 
de retrotranscription, depression et d'encapsidation de retrotransposon et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant derivees d'un 
retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle avec les signaux 
regulateurs de retrotransposon. 

L'invention a aussi pour objet des particules retrovirales-like 
recombinantes comprenant : 

a) un polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale 
(cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant 
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derivees d'un retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelte 
avec les signaux regulateurs de retrotransposon, 

b) un polypeptide correspondant aux nucieoproteines d'un 
retrotransposon ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides 

5 GAG), 

c) un polypeptide qq\ correspondant a des proteines RT, PRO, IN d'un 
retrotransposon ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

d) un polypeptide d'enveloppe virale, 

e) une sequence de nucleotides recombinante compfenant une 
10 sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), placee 

sous le controle de signaux regulateurs de transcription et d'expression, des 
signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation de 
retrotransposon. 

^invention concerne par exemple tin vecteur recombinant tei que defini 
is precedemment, dans lequel les signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation et le polynucleotide comprenant les regions 
cPPT et CTS, sont derives d'un retrotransposon, par exemple d'un 
retrotransposon de levure. 

De fa?on generate, les signaux regulateurs de transcription et 
20 d'expression du transgene ou des sequences codant pour les polypeptides de 
structure des particules vecteur, lorsqu'ils ne sont pas d'origine retroviral ou 
retrovirale-like, sont avantageusement des signaux inducibles ou 
conditionnels, susceptibles de conduire a une expression tissu-specifique. 

Entrent egalement dans le cadre de Pinvention, des cellules 
25 recombinantes caracterisees en ce qu'elles sont recombinees avec un vecteur 
selon Tune des definitions precedentes. La recombinaison peut etre effectuee 
par tout moyen disponible, et en particulier par transfection ou par infection, 
notamment par transfection ou par transduction par un vecteur, 

Les cellules ainsi peuvent etre transferees de fa$on transitoire, ou au 
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contraire de fa?on stable. II peut s'agir de cellules d'encapsidation ou de 
cellules cibles, en particulier de cellules dans lesquelles on recherche un effet 
therapeutique par I'expression du transgene. 

De fagon tout a fait interessante, des cellules recombinantes capables 
d'exprimer le transgene grace a la transduction a I'aide d'un vecteur de 
I'invention, sont des cellules eucaryotes differenciees non mitotiques. 

L'invention permet cependant egalement la preparation de cellules 
recombinantes eucaryotes primaires non mitotiques, ou encore de cellules 
mitotiques. 

A titre d'exemple, on citera les cellules de poumon, les cellules du 
cerveau, epitheiiales, astrocytes, microglie, oligodendrocytes et neurones, 
musculaires, hepatiques, dendritiques, neuronales, les cellules de la moelle 
osseuse, les macrophages, les fibroblastes, les lymphocytes, les cellules 
hematopoTetiques. 

L'invention a done pour objet des compositions a visee therapeutique, 
caracterisees en ce qu'elies comprennent un vecteur tel que precedemment 
decrit, ou une cellule recombinante definie selon les indications precedentes. 

L'invention concerne egalement une composition immunogene 
comprenant un vecteur tel que decrit precedemment ou des cellules 
recombinantes definies ci-dessus, ladite composition etant susceptible de 
conduire a une reponse immunitaire, cellulaire ou humorale chez un hote 
determine. 

L'invention met done a disposition un polynucleotide tel que defini 
precedemment, comprenant des regions cPPT et CTS retrovirales ou 
retrovirales-like, et donne acces a son utilisation pour I'import nucleaire, 
notamment ex vivo dans des cellules d6terminees, d'une sequence de 
nucleotides (transgene). 

En outre, ('invention met a disposition un polynucleotide tel que defini ci- 
dessus associe a une sequence nucleotidique d'interet ou a un transgene. 
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Enfin, 1'invention concerne 1'utilisation d'un polynucleotide comportant 
une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de 
terminaison (CTS), ces regions etant d'origine retroviral ou retrovirale-like, 
pour la transfection ou la transduction de cellules eucaryotes avec un 
transgene ou un polynucleotide d'interet. 

Elle concerne egalement ('utilisation d'un vecteur recombinant ou d'un 
polynucleotide de I'invention pour la transduction in vivo . 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaissent dans 
les exemples et dans les figures qui suivent. 
LEGENDES DES FIGURES 

FIG. 1 : Retrotranscription des Lentivirus 

La retrotranscription des genomes lentivtraux differe de celle des 
retrovirus oncogenes par la synthese du brin+ en deux moities distinctes. Un 
segment aval est initie au niveau d'une copie centrale du polypurine tract 
(cPPT), caracteristique des genomes lentiviraux. La synthese du brin+ amont 
se termine apres un deplacement de brin discret au centre du genome. Le 
blocage du deplacement de brin par la reverse transcriptase est gouverne par 
une sequence cis-activedu genome HIV : le CTS (Central Termination 
Sequence). Le produit final de la retrotranscription des lentivirus est un ADN 
lineaire portant une structure ADN centrale a trois brins (triplex central) sur une 
longueur d'une centaine de nucleotides. 

FIG. 2 : Piasmides utilises pour la production des particules vecteur 

HIV 

Les particules vecteur sont produites par cotransfection de trois 
piasmides : le plasmide vecteur comprenant (pTRIP) ou non (pHR) les 
sequences cis-actives responsables de la formation de triplex, un plasmide 
d'encapsidation fournissant en trans les proteines structurales et les enzymes 
de ia particule (pCMVAR8.2 ou pCMVAR8.91, Naldini et al, 1996 et Zufferey et 
al, 1997) , et un plasmide d'expression de Tenveloppe du virus VSV (VSV-G). 
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Seules les parties pertinentes des plasmides cotransfectes dans des 
cellules Hela sont presentes (Naldini et al PNAS oct 1996, Zufferey et al Nature 
Biotech. 1997). 

Les plasmides d'encapsidation pCMVAR8.2 ou pCMVA8.91 permettent 
5 Pexpression des proteines issues de gag et pol. 

pMD.G code pour ('envelope heterologue VSV. Les plasmides vecteur 
pHR-TRIP sont derives du plasmide pHR'CMViacZ (Naldini et al) : une 
sequence triplex sauvage ou mutante a ete inseree et le gene rapporteur lacZ 
change ou non en EGFP. 

10 

FIG. 3 : impact du triplex sur la transduction de I'EGFP dans d s 
cellules Hela 

Des cellules Hela, cultivees en Labtek a 8 chambres, sont transduites 
par differents vecteurs exprimant la proteine autofluorescente EGFP. Les 

15 infections sont normalisees selon la quantite de proteine de capside (kit ELISA 
P24 Dupont) a 2 ng de P24 par inoculum. A 48 heures post-infection, les 
cellules sont fixees au PBS PFA 1 %, montees en mowiol, puis observees au 
microscope a fluorescence. Trois champs independants sont montres pour le 
vecteur d^rigine sans triplex (HR.EGFP, en haut), pour le vecteur avec le 

20 triplex (TRIP. EGFP, milieu) ou pour un vecteur contenant une sequence triplex 
mutee, non fonctionnelle (TRIP D.EGFP, en bas). A droite sont montrees les 
differentes transductions en presence de nevirapine, un inhibiteur de la 
retrotranscriptase du HIV-1. 

25 FIG. 4 : Quantification du taux de transduction du gene EGFP par 

les vecteurs VIH avec ou sans triplex 

Des cellules Hela transduites par 2 ng P24 des vecteurs EGFP avec ou 
sans triplex sont trypsinnees a 48 heures post-infection. Les pourcentages de 
cellules positives pour Pexpression de TEGFP sont calcules par cytometrie en 
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• flux (canal FITC). Dans tous les cas, la transduction est inhibee en presence de 
nevirapine, un inhibiteur de la retrotranscriptase du HIV-1. Dans la figure 4C, on 
observe la presence de I'ADN triplex dans le vecteur stimule par la transduction 
de GFP (ou autre gene d'interet) dans les cellules en mitose ou non mitotiques. 
5 Cette transduction est multipliee par un facteur 20 par rapport aux resultats 
obtenus avec des vecteurs sans sequence triplex (par exemple cf. Naldini et al, 
Science, 1996). 

FIG. 5 : Quantification du taux de transduction du gene LacZ par les 
10 vecteurs VIH avec ou sans triplex _ 

L'impact du triplex sur la transduction est calcule par infection de cellules 
Hela, cultivees en plaques 96 puits, par differents vecteurs exprimant le gene 
rapporteur LacZ. A 48 heures, post-infection, les plaques de cultures sont 
lysees et Tactivite beta-Galactosidase est mesuree selon un kit de reaction 
15 luminescente (Boehringer). Chaque transduction est realisee en triplicate avec 
un innoculum normalise a 2 ng de P24. 

Panneau superieur : Cellules Hela en proliferation. 
Panneau inferieur : Cellules Hela bloquees en cycle par Paphidicoline. 
La transduction du gene LacZ est multipliee par un facteur 6 avec un 
20 vecteur contenant une sequence triplex par rapport a un vecteur sans 
sequence triplex. 

Fig. 6a et b : Impact du triplex sur la transduction ex vivo du gene 
EGFP dans des cellules spinales primaires de rat 

25 Des cellules d'explants primaires de moelle epiniere de rat sont infectees 

par 300 ng de P24 pour chaque vecteur avec et sans triplex, et observees en 
microscopie a fluorescence comme precedemment. 



FIG. 7 : impact du triplex sur la transdution in vivo du gene EGFP t 
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du gene luciferase dans le cerveau de rat 

FIG 7-a-1: Transduction au niveau du site d'injection 
Le transfert du gene EGFP est realise par injection directe dans le striatum du 
cerveau de rat de 2 microlitres de vecteur correspondant a 50 ng de P24. 
5 L'observation des coupes en microscopie a fluorescence montre une 

transduction importante de EGFP en presence du triplex (panneau gauche), et 
tres faible sans (panneau droit). 

FIG 7-a-2: autre section representative de Texperience decrite ci-dessus. 

FIG 7-b: Quantification de I'impact du triplex sur ia transduction in 
10 vivo dans le cerveau. 

FIG 7-b-1: Impact du triplex sur la transduction du gene codant pour la 
luciferase dans les cellules Hela in vitro . Le graphique montre la production de 
luciferase quantifiee par mesure de luminescence (kit Promega ®). La 
presence du triplex dans le vecteur permet d'obtenir une augmentation de la 
is transduction du gene de la luciferase, d'un facteur 8. 

FIG 7-b-2: In vivo , quantification de I'activite luciferase dans des 
cerveaux de rat apres injection de vecteurs codant pour la luciferase, avec ou 
sans triplex. La presence de triplex stimule la transduction de la luciferase d'un 
facteur 8. 

20 FIG 7-b-3: Meme experience que 7-b-2 mais realisee chez ia souris. 

FIG. 8 : Strategie d'analyse du taux d'import nucleaire de I'ADN 
vecteur. 

Un test quantitatif permettant de suivre la cinetique de retrotranscription, 
25 rimport nucleaire et I'integration ou la circularisation de PADN vecteur dans les 
cellules transduites a ete mis au point. Ce test remplace avantageusement la 
detection par amplification PCR des cercles a deux LTRs, marqueurs de 
Timport nucleaire de I'ADN viral dans le noyau de la cellule infectee (Bukrinsky 
et al, Nature 1993. 365, p. 666-669). L'ADN vecteur lineaire non integre, les 
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ADNs circulaires a un ou deux LTRs et I'ADN vecteur integre sont detectes par 
Soutern blot et quantifies au Phosphorimager suivant la strategie de digestion 
de restriction suivante : L'ADN total des cellules transduites est digere par 
EcoNI et Avail (deux sites uniques dans le genome vecteur), puis hybride avec 
une sonde ADN generee par PCR chevauchant exactement le site EcoNI. 
Cette sonde reagit avec differents fragments : le fragment interne de 0.77 Kb, 
commun a toutes les formes ADN vecteur, et dont la quantification au 
phosphorimager indique la quantite totale d'ADN vecteur retrotranscrit, un 
fragment distal de 1.16 Kb indiquant specifiquement la quantite d'ADN lineaire 
non integre. Apres une digestion supplemental par I'enzyme Xhol, les cercles 
a un et deux LTRs apparaissent respectivement a 1.4 Kb et 2 Kb. La quantite 
d'ADN vecteur integre est calculee en retranchant au signal correspondant a 
I'ADN total retrotranscrit les signaux correspondant a I'ADN vecteur non integre, 
ADN lineaire et cercles. Dans le cas d'un defaut d'import nucleaire, le profil 
attendu d'ADN vecteur dans les cellules transduites est une accumulation 
d'ADN lineaire non integre. Au contraire, si I'ADN lineaire vecteur accede au 
compartiment nucleaire de la cellule, I'essentiel de I'ADN lineaire s'integre dans 
la chromatine celluiaire et se circularise. 

FIG. 9a : Analyse du taux d'import nucleaire des ADNs vecteur. 

L'analyse par southern blot, 48 heures posMransduction dans les 
cellules Hela, montre un defaut d'import nucleaire typique dans le cas du 
vecteur sans triplex (HR GFP) ou contenant la sequence triplex dans 
Torientation inverse, non fonctionnelle (TRIP. GFP inv). Dans le cas de ces 
vecteurs, le signal correspondant a I'ADN lineaire non integre est equivalent au 
signal ADN total, indiquant que I'essentiel de I'ADN vecteur reste sous forme " 
lineaire au lieu de s'integrer. Dans le cas du vecteur TRIP.GFP, I'intensite du 
signal correspondant a I'ADN lineaire est tres inferieure au signal ADN total, 
indiquant qu'une fraction importante de I'ADN vecteur a ete importee dans le 
noyau et s'y est integree. 



WO 99/55892 



PCT/FR99/00974 



Fig 9-b : Analyse cinetique du taux d'import nucleaire des ADNs vecteur 
avec triplex (TRIP-GFP) ou sans sequence triplex (HR-GFP. TRIPinv-GFP). 

Fig 9-c : Quantification de I'etat de I'ADN vecteur dans les cellules 
transduites. 

5 La quantification au phosphorimager du Southern blot montre en figure 

9b montre qu'a 48 heures post-transduction, la majorite de I'ADN des vecteurs 
sans triplex se trouve sous la forme d'ADN lineaire non integre, peu d'ADN 
vecteur s'integre ou se circularise. Les vecteurs sans triplex (HR-GFP et 
TRIPinv-GFP) montrent uri defaut d'import nucleaire typique. A ('inverse, dans 

10 le cas du vecteur TRIP-GFP, plus de 60 % de I'ADN est integre dans le 
genome de la cellule transduite et peu d'ADN vecteur subsiste sous forme 
d'ADN lineaire non integre. L'introduction de la sequence triplex dans le vecteur 
a complements le defaut d'import nucleaire du vecteur HR-GFP jusqu'a un 
niveau sauvage. En effet, le profil d'ADN vecteur obtenu dans le cas du vecteur 

15 TRIP-GFP est comparable a celui d'un virus HIV-1 sauvage. Ce resultat 
demontre que la sequence triplex est le seul determinant d'import nucleaire 
manquant dans la construction HR-GFP. Seule la forme integree de I'ADN 
vecteur est active. 

FIG. 10 : Carte de restriction du vecteur pTRIP.EGFP. 

20 

FIGS, 11A - 11F : Sequence des polynucleotides comprenant I s 
regions cPPT et CTS des virus CAEV, ElAV, VISNA, SIV AGM , HIV-2 ROD . HIV- 

25 La figure 11G represente la sequence de I'ADN triplex du virus HIV1. 

Les regions actives en cis, cPPT et CTS, sont delimitees et imprimees en 
caracteres gras majuscules. 

La figure 11H represente I'aiignement des sequences cPPT et PPT3' 
chez quelques lentivirus. La ligne du haut correspond a la sequence PPT 3' 
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• presente chez tous les retrovirus en amont du LTR 3'. La ligne du bas 
correspond a la repetition interne de la sequence PPT dite cPPT chez les 
ientivirus. 

FIG. 12 : 

La figure 12 represente la production de CTL in vitro a partir de cellules 
dendritiques humaines transduites par le vecteur triplex ayant comme genre 
d'interet un polyepitope CTL de melanome constitue d'epitopes dont les 
sequences sont decrites dans la figure 15. 

Ces cellules dendritiques sont mises au contact de cellules mononuclees 
(PBLo). L'activite CTL est mesuree apres restimulation par les peptides 
antigeniques correspondants. 

Sur I'axe des abscisses, est represente le rapport cellules effectrices / 
cellules cibles. 

FIG. 13 : Reponse cytotoxique apres immunisation de souris avec le 
vecteur TRIP.MEL-IRES-GFP. 

FIG. 14 : Carte de restriction du vecteur pTRIP.MEL-IRES-GFP 

La souche E. coli contenant le vecteur pTRIP-MEL-IRES-GFP a ete 
deposee le 20 Avril 1999 a la CNCM et a le numero d'accession n° 1-2185. 

FIGURE 15 : Sequences des epitopes CTLs HLA A2.1 specifiques du 
melanome inclus dans la construction polyepitopique du vecteur TRIP.MEL- 
IRES-GFP. Le soulignement des sequences du polyepitope a pour objet 
d'individualiser chaque epitope. 

FIGURE 16 : Transduction a tres haute efficacite des cellules 
souches CD34+ par les vecteurs VIH a triplex. 

Analyse par cytometrie en flux FACS de la transduction du gene GFP dans les 
cellules souches hematopoTetiques CD34+ par le vecteur TRIP-GFP. Le 
pourcentage de cellules CD34+ transduites par le vecteur TRIP-GFP est 
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superieur a 85%. Cette efficacite est notablement plus eievee que les taux de 
transductions obtenus precedemment avec un vecteur VIH sans triplex (HR- 
GFP) dans les cellules CD34+ (Miyoshi H et aL, Science 1999, 283, p 682-6). 

5 MATERIEL ET METHODES 

Construction des piasmides vecteurs: 

Les piasmides pTRIP-LacZ et pTRIP-EGFP derivent de la construction 

pHR'CMVIacZ (Naldini et al, 1996). Le gene rapporteur LacZ de pHR'CMVIacZ 

a ete remplace par TORF de la proteine autofluorescente EGFP. Le gene de 
10 I'EGFP a ete amplifie par PCR a partir du plasmide pEGFP-N1 (Clontech) 

grace a la polymerase thermostable fidele Pfu (Stratagene). 

Les sequences des amorces PCR utilisees sont les suivantes: 

Bam EGFP: 5' cc gga tec cca ccg gtc gcc/acc 3' 

Xho EGFP: 5' cc etc gag eta gag teg egg ccg 3* 
is L'amplification PCR a ete realisee en 30 cycles dans les conditions 

suivantes: 

- Denaturation 95 °C, 30 sec 

- Hybridation 50 °C, 1 min 

- Elongation 75°C, 30 sec 

20 Les sites de restriction BamHI et Xhol ont ete ajoutes en 5' et 3* 

respectivement du fragment PCR EGFP de maniere a Tinserer de fagon 
orientee dans le fragment vecteur pHR'CMV, lui meme digere par BamHI et 
Xhol. L'insertion du fragment PCR EGFP, par des technologies classiques 
d'ADN recombinant (Maniatis et al, 1983), a genere le plasmide pHR-EGFP. 

25 Un fragment de 184 bp correspondant a la region centrale du genome 

VIH-1 et comprenant les boites cis-actives cPPT et CTS, responsables de la 
formation du triplex au cours de la retrotranscription du VIH, a ete insere dans 
le site Clal des piasmides pHR-EGFP et pHR'CMVIacZ , en amont du 
promoteur CMV. La region centrale triplex a ete amplifiee par PCR a partir de 
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plasmides proviraux complets du genome VIH-1 LAI comprenant la sequence 
triplex sauvage (pBRU3; Charneau et al, 1991), mutee dans la sequence cis- 
active de terminaison CTS (pCTS; Charneau et al, 1994) ou encore mutee 
dans la sequence cis-active d'initiation centrale cPPT (p225; Charneau et al, 
1992). 

Les sequences des amorces PCR utiiisees sont les suivantes: 
Nar/Eco TRIP+: 5* gtc gtc ggc gcc gaa ttc aca aat ggc agt att cat cc 3* 
Nar TRIP-: 5' gtc gtc ggc gcc cca aag tgg ate tct get gtc c 3' 

Les conditions de reaction PCR etaient identiques a celles decrites 
precedemment. 

Les fragments PCR Triplex, digeres par Narl, ont ete inseres au site Clal 
des plasmides pHR GFP et pHR'CMV LacZ par iigation/digestion competitive 
T4 DNA ligase/Clal afin d'eliminer au cours de la ligation le vecteur recircularise 
sur lui meme. L'orientation de I'insertion est analysee par digestion XhoI/EcoRI, 
le site Eco Rl ayant ete introduit dans Tamorce PCR 5' Nar TRIP+. 

Les plasmides resultants sont denommes pTRIP.EGFP dans l'orientation 
correcte du triplex et pTRIPinv.EGFP dans Torientation inverse, non 
fonctionnelle. Les vecteurs comprenant une version mutee du triplex sont 
denommes pTRIP X .EGFP, X correspondant au code du virus mutant de 
depart (AG, D, CTS ou 225) (Charneau et al J. Mol. Biol. 1994, Charneau et al 
J. Virol 1992). A partir des differents plasmides pTRIP.EGFP ou pTRIP X 
.EGFP, le gene EGFP a ete remplace par Lac Z par echange oriente 
XhoI/BamHI. Les plasmides resultants sont denommes respectivement 
PTRIP.Z, pTRIPinv.Z, pTRIP CTS.Z, pTRIP 225.Z. 

Constructions des vecteurs HR luc et TRIP luc 

Le fragment BamHI-EGFP-Xhol des vecteurs RH GFP et TRIP GFP, a 
ete remplace par le fragment BamHI-Luc-Xhol du plasmide pGEM-Iuc 
(Promega) codant pour la luciferase. 

Production des particules vecteurs non infectieuses 
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La production des vecteurs VIH a ete realisee selon une modification du 
protocole decrit dans Naidini et al, 1996. Les particules vecteur ont ete 
produites par co-transfection transitoire au phosphate de calcium de cellules 
humaines 293T (ATCC), cultivees en milieu DMEM (ICN) t SVF 10%, penicilline, 
streptomycine. Des boites demi-confluentes de 175 cm 2 ont ete transferees 
simultanement partrois plasmides: 

. 15pg de plasmide codant pour I'enveloppe du virus de la stomatite 
vesiculate (VSV), pMD.G (Naidini et al, 1996) 

. 30pg de plasmide d'encapsidation, pCMVAR8.2 (Naidini et al, 1996) ou 
PCMVAR8.91 (Zufferey et al, 1997). 

. et 30pg des differents plasmides vecteurs pHR ou pTRIP. 

Les co-precipites phosphate-calcium/ADN ont ete laisses au contact des 
cellules pendant 24 heures, le milieu a ensuite ete collecte chaque 24 heures 
jusqu'au jour 3 post transfection. Les debris cellulaires des surnageants 
vecteurs ont ete elimines par centrifugation basse Vitesse. Les surnageants 
vecteur ont ete conserves par congelation a -80°C. 

Concentration des particules vecteur 

L'utilisation de Penveloppe VSV-G, tres stable, pour pseudotyper les particules 
vecteur permet leur concentration par ultracentrifugation. Les surnageants 
vecteurs, collectes selon la methode decrite ci-dessus, ont ete ultracentrifuges 
dans des tubes a fond coniques (Beckman) de 30ml, 90 min a 17000 rpm a 
+4°C dans un rotor SW 28 (Beckman). Les culots ont ete ensuite repris dans 
190tnl de PBS, centrifuges 5 min a 2000rpm afm d'enlever les debris non 
resuspendables, aliquotes et congeles a -80°C. 

Transduction de cellules en culture 

Les cellules Hela (ATCC) ont ete transduites par addition de 
surnageants vecteur, ultracentrifuges ou non, en presence de 10 pg/ml de 
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DEAE Dextran. Les cellules Hela sont cultivees en milieu DMEM (ICN) 
supplements par 10% de serum de veau foetal (SVF). Les cellules HeLa ont 
ete etalees a 20 000 cellules/puits en plaque 96 puits, la veille de I'infection 
puis transduites dans un volume de 200pl final. Les innoculum de vecteur ont 
5 ete normalises selon la concentration de proteine de capside (P24), calculee 
selon un test ELISA commercial (DuPont). L'efficacite de transfert de gene a 
ete mesuree, selon les experiences 24 a 48 heures post-infection. Le taux de 
transduction des vecteurs exprimant le gene rapporteur LacZ etait revele soit 
par une coloration XGal in situ (Charneau et al, 1992), soit par line reaction 

10 luminometrique selon un kit commercial (Boehringer) en suivant les instructions 
du fournisseur. Dans le cas de vecteurs exprimant le gene rapporteur EGFP, le 
taux de transduction a ete evalue qualitativement par observation directe des 
cellules vivantes au microscope a fluprescence, sur le canal FITC. La 
quantification du nombre de cellules exprimant le marqueur EGFP a ete 

15 realisee par cytometrie de flux (canal FITC). Le dosage de la proteine EGFP a 
pu etre realise par mesure de la fluorescence sur extrait cellulaire. Les plaques 
de cultures a 96 puits ont ete rincees deux fois au PBS puis lysees par 100pl 
de PBS 1% NP40. La fluorescence EGFP a ete lue grace a ('utilisation d'un 
fluorimetre en plaque (modele Victor, Wallac) avec un filtre d'exitation a 475 nm 

20 et un filtre d'emission a 510 nm. 

Des cellules Hela arretees dans leur cycle cellulaire en transition G1/S 
ont ete preparees selon les memes conditions que precedemment avec un 
traitement prealable de 24 heures avant la transduction par 4 pM d'aphidicoline 
(Sigma). Dans ces conditions, plus de 95% de Tincorporation de thymidine 

25 tritiee etait inhibee. 

Transduction ex vivo de cellules primaires 

Des cultures primaires de cellules de moelle epiniere de rat ont ete 
preparees de la fagon suivante: des moelles d'embryons de rat de 13 a 14 jours 
ont ete dissequees sous la loupe binoculaire. Les tissus ont ete maintenus en 
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milieu L15 (Gibco) supplements par 3.6 mg/ml de glucose pendant toutes les 
etapes. Les cellules nerveuses ont ete dissociees par incubation dans la 
trypsine (0.05% w/v) pendant 15 min a 37°C. La digestion trysique a ete 
inhibee par ('addition de 10% de serum de veau foetal (SVF) et centrifugation a 
basse vitesse. Le culot cellulaire a ete repris dans du milieu L15, 3.6 mg/ml de 
glucose contenant 100 pg/ml de DNasel (Boehringer), par agitation mecanique 
douce. Les cellules ont ete collectees par centrifugation basse vitesse a travers 
un coussin de BSA a 4% (w/v). 

Les cellules spinales ont ete ensemmencees dans des plaques a 24 
puits contenant des lamelles de verre de 12 mn de diametre et recouvertes de 
poly-DL-Ornithine (6 pg/ml) et de laminine (3 pg/ml). Les cultures cellulaires ont 
ete entretenues dans du milieu neurobasal (Gibco) contenant du supplement 
B27, 2% de SVF, 0.5 mM L-Glutamine/ 25 pM de beta-mercaptoethanol et 
25 pM de L-Glutamate. Les cultures ont ete traitees apres 24 heures par 
10 pg/mi de 5' fluorodeoxyuridine pour prevenir la colonisation de la culture par 
des cellules non neuronales. 

Transduction in vivo de PEGFP dans le cerveau de rat 

Les vecteurs exprimant la proteine marqueur EGFP ont ete utilises pour 
les experiences in vivo. 

Des injections dans le cerveau de rat avec 2pl de vecteur HR.EGFP ou 
TRIP. EGFP, ont ete realisees sur des rats OFA spague dawley de 5 semaines. 
Dans un premier temps, les rats ont ete endormis par injection intraperitoneal 
d'Imagene 500 (Rhone Merieux). Les injections ont ete realisees dans le 
striatum de chaque hemisphere a Paide d'un guide stereotaxique, avec une 
aiguille Hamilton de 5 pi, a la vitesse de 2pl / 5min. Les rats ont ete sacrifies 
une semaine ou plus apres injection, par perfusion au PBS puis au 
paraformaldehyde 2% (PFA). Les cerveaux ont ensuite ete preleves et 
decoupes pour ne garder que la partie contenant le point d'injection, visible par 
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la lesion laissee par I'aiguille. Une post fixation au PFA 2% a ete realisee toute 
la nuit, suivie d'une cryoprotection au sucrose 20% puis 30%. Les cerveaux ont 
ete ensuite recouverts de tissus-tek, congeles dans la carboglace et stockes a 
~80°C. Des coupes seriees de 14 pm ont ete realisees a Taide d'un cryostat 
puis observees avec un microscope confocal. 

Comparaison in vitro et in vivo des vecteurs HR luc et TRIP luc 

Les cellules HeLa ont ete etalees, un jour avant la transduction, a 20000 
cellules par puits, en plaques 96 puits. Les transductions ont ete realisees avec 
la meme quantite de particules vecteurs, normalisee sur le contenu en p24 des 
preparations: 1 ng de p24 par puits, en triplicate, en presence de 10pg/ml de 
DEAE-dextran. Deux jours apres transduction, Pactivite luciferase a ete 
mesuree a I'aide d'un kit Promega (suivant les instructions du fabriquant) et 
d'un appareil de mesure en microplaque Wallac (Victor). 

Des injections vecteurs dans le striatum de cerveau de rat OFA spague 
dawley et de souris C57B6 ont ete realisees. 2 pi d'une preparation de HR luc 
ou TRIP luc, contenant 25 ng de p24 ont ete injectes (n=4). Les animaux ont 
ete sacrifies 4 jours apres, les striatum ont ete preleves et Tactivite luciferase 
mesuree par la meme technique que precedemment, en mesurant en parallele 
la quantite de proteines totale (kit Pierce). 

EXEMPLES 

1 Aspects fondamentaux. Import nucieaire du compiexe de pre- 
integration 

H1V-1 : role du triplex central 

Le mecanisme de retrotranscription du virus HIV differe de celui des 
retrovirus oncogenes par la synthese du brin-plus (brin +) en deux moities 
distinctes (figure 1). Un segment aval est initie a une copie centrale du 
polypurine tract (cPPT), caracteristique des genomes lentiviraux. La synthese 
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du brin-plus amont se termine apres un emplacement de brin discret au centre 
du genome. Le blocage du depiacement de brin par ia reverse transcriptase est 
gouverne par une nouvelle sequence cis-active du genome HIV: le CTS 
(Central Termination Sequence). Le produit final de la retrotranscription des 
lentivirus est done un ADN lineaire portant une structure centrale en 
chevauchement de brin (triplex central) sur une centaine de nucleotides 
(Charneau et al, 1994). La mutagenese dirigee du cPPT ou du CTS peut abolir 
('initiation ou la terminaison centrale de la synthese du brin-plus. Dans les deux 
cas, les virus mutants, dont I 'ADN est depourvu du triplex central, sbnt defectifs 
pour la replication. 

L'analyse du defaut replicatif des mutants d'initiation et de terminaison 
centrale a montre que le cycle replicatif des mutants d'initiation ou de 
terminaison centrale de la retrotranscription avorte lors d'une etape posterieure 
a la synthese de PADN viral et posterieure au routage du complexe de 
retrotranscription vers I'enveloppe nucleaire. Lorsqu'on analyse la structure de 
I'ADN viral present dans les cellules infectees, on s'aper?oit que les phenotypes 
des mutants d'initiation et de terminaison sont semblables. Dans les deux cas, 
en effet, la quantite globale d'ADN retrotranscrit n'est pas affectee par des 
mutations dans le cPPT ou le CTS. On observe en revanche une accumulation 
d'ADN lineaire non integre, avec, dans le meme temps, tres peu de provirus 
integres ou de cercles a 1 ou 2 LTRs formes. Des experiences de 
fractionnement noyaux/cytoplasme et de permeabilisation du noyau ont ensuite 
montre que ces molecules d'ADN lineaire sont associees au noyau, mais que 
leur integration et/ou leur circularisation ne peuvent se produire qu'apres 
dissolution de Tenveloppe nucleaire, ce qui indique bien que I'ADN viral des 
mutants est retenu a I'exterieur de cette enveloppe. De plus des experiences 
d'attaque nucleasique de noyaux purifies de cellules infectees par la DNasel 
immobilisee sur billes d'or demontre encore ('accumulation des ADNs lineaires 
mutants a la face cytoplasmique de la membrane nucleaire. Enfin, une 
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" quantification precise de ia capacite integrative des molecules d'ADN lineaires 
pourvues ou non d'un triplex central natif a recemment montre que le triplex 
central n'influence pas Integration de PADN lineaire dans une cible ADN 
heterologue in vitro. 

Le defaut replicatif des virus mutants pour 1'initiation ou la terminaison 
centrale de la retrotranscription concerne done I'import nucleaire de leur 
complexe de pre-integration, et plus precisement I'etape de translocation a 
travers les pores nucleates. Les lentivirus, et le virus HIV en particulier, ont 
developpe une strategie originate de retrotranscription dont le but est de creer 
le triplex au centre des molecules d'ADN non integrees, determinant 
indispensable a I'entree du genome viral dans le noyau d f une cellule en 
interphase. Ce mecanisme distingue les lentivirus de tous les autres retrovirus 
dont I'acces de I'ADN au site d'integration depend de la disorganisation de la 
membrane nucleaire pendant la mitose. 

2. Generation de vecteurs ientiviraux contenant les sequences cis- 
actives responsables de la formation du triplex 

2-1 Principe et interet des vecteurs Ientiviraux 

La generation de vecteurs Ientiviraux efficaces suppose la connaissance 
des determinants responsables de Timport nucleaire actif et done de ['infection 
des cellules non mitotiques. 

La decouverte de I'implication du triplex dans Timport nucleaire du 
genome HIV-1 a des consequences importantes pour la construction de 
vecteurs Ientiviraux efficaces. Elle suppose la conservation, au sein de la 
construction vecteur, des sequences actives en cis et responsables de la 
formation du triplex ADN lors de ia retrotranscription lentivirale. L'appiication en 
vectorologie de ce travail fondamental consiste a adjoindre dans les 
constructions de vecteurs Ientiviraux la region centrale cPPT-CTS de fapon a 
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creer la structure ADN triplex lors de la retrotranscription du genome vecteur. II 
est a noter que de nombreuses tentatives de construction de vecteur 
lentiviraux, basees sur le meme principe que les vecteurs derives des 
oncovirus (en general du MoMLV), se sont revelees tres decevantes, au moins 
5 en terme de titre infectieux. Ces vecteurs sont des vecteurs de remplacement, 
c'est a dire que 1'ensemble du genome retroviral est delete puis remplace, entre 
les deux LTRs et la sequence d'encapsidation, par le gene reporteur ou le gene 
d'interet therapeutique (Miller et al, 89). Selon les inventeurs, ce type de 
construction n'est pas optimum dans le cas de vecteurs lentiviraux du fait de la 

10 necessite de la region centrale cPPT-CTS pour 1'import nucleaire de I'ADN 
viral. Toutefois, des vecteurs HIV construits sur le meme principe que les 
vecteurs retroviraux derives d'oncovirus, mais pseudotypes par I'enveloppe tres 
fusiogene du virus de la stomatite vesiculate (VSV-G) et concentres par 
ultracentrifugation, permettent la transduction in vivo de neurones de rat 

15 (Naldini et al, 1997; Blomer et al, 1997), du foie et du muscle difference (Kafri 
et al, 1997). Pourtant, des experiences de complementation de xenogreffes 
d'epitheiium pulmonaire humain par ces vecteurs HIV codant pour le gene 
CFTR (mucoviscidose) se sont revelees tres decevantes. L'essentiel de PADN 
vecteur dans ce tissu resterait sous forme d'ADN lineaire non integre, revelant 

20 ainsi un defaut probable d'import nucleaire (Goldman et al, 1997; voir le 
chapitre "influence du triplex central sur le taux d^mport nucleaire de TADN 
vecteur"). 

2.2. Constructi on et production des vecteurs HIV "a triplex" 
25 Afin de tester importance de la structure triplex dans un systeme 

vecteur, les inventeurs ont pris pour base les constructions decrites par Naldini 
et al. Dans ce systeme (figure 2), les particules vecteur VIH sont produites par 
co-transfection transitoire de trois plasmides: un plasmide d'encapsidation 
exprimant I'ensemble des proteines virales a I'exception de I'enveloppe du VIH, 
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un plasmide exprimant I'enveloppe VSV-G et un plasmide vecteur, pHR-CMV 
LacZ, comprenant les LTRs du VIH, le signal bipartite d'encapsidation du VIH 
et une cassette d'expression de LacZ. Dans un premier temps, le gene 
rapporteur LacZ a ete remplace par un gene codant pour une version tres 
fluorescente de la EGFP (E Green Fluorescent Protein), plus pratique pour les 
etudes de transduction in vivo. La region centrale du genome VIH-1 LAI 
comprenant les sequences cis-actives cPPT et CTS, responsables de la 
formation du triplex, a ete amplifiee par PCR puis inseree au site Clal, dans la 
construction vecteur pHR-EGFP. L'insertion d'un triplex sauvage dans 
I'orientation correcte genere le vecteur pTRIP-EGFP; dans I'orientation inverse 
(non fonctionnelle), le vecteur pTRIPinv-EGFP. 

2.3. Test rapide et sensible de detection de virus helper dans les 
preparations de vecteurs lentiviraux : 

Absence de virus infectieux helper dans les "surnageants vecteur" 
La production de particules vecteur a partir de trois plasmides 
independants et possedant un minimum de sequences homologues permet de 
minimiser la probabilite de generer un virus helper competent pour la 
replication. De plus, la construction d'encapsidation a ete deletee pour 
Tenveloppe du VIH et pour Tensemble des genes dits accessoires a la 
replication (Vif, Vpr, Vpu, Nef). Le genome vecteur encapside ne contenait plus 
du VIH que les 2 LTRs, les sequences necessaires a Tencapsidation et ia 
sequence triplex. Toutefois, chaque stock de vecteur a ete teste pour la 
presence de virus helper infectieux. Des cellules MT4 ont ete infectees en 
triplicate, sur microplaque, pendant une nuit, puis lavees extensivement et - 
remises en culture pendant 5 jours afin d'amplifier Tinnoculum. Des cellules 
indicatrices P4 (HeLa CD4 LTR-LacZ) ont ensuite ete infectees avec les 
cellules MT4 et leur surnageant pendant 3 jours afin de detecter les particules 
infectieuses produites. Enfm, une coloration X-gal in situ a ete realisee. De 
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cette fa?on, toute particule infectieuse produite est detectable sous forme d'un 
syncitia bleu. Ce protocoie sensible permet de detecter un innoculum de VIH 
de 0,25 pg de P24, soit environ 3200 particules physiques. Sachant que dans 
le cas de HIV, on estime qu'une seule particule sur 1000, ou meme sur 10 000, 
5 est infectieuse. le protocoie devait probablement permettre de detecter une 
particule infectieuse unique. 

Les surnageants vecteur sont systematiquement depourvus de 
particules infectieuses VIH. 

10 2.4. Effet du triplex sur I'efficacite de transduction par les vecteurs in vitro 

Dans un premier temps (figure 3), Teffet de Pinsertion du triplex central 
sur la transduction de cellules HeLa a ete mesure. Des cellules HeLa ont ete 
infectees avec un surnageant de transection de vecteur le triplex central 
sauvage (TRIP GFP), un vecteur sans cette sequence (HR GFP), ou avec une 

is sequence triplex mutante (TRIP GFP D). Le mutant D est un mutant du cPPT 
qui empeche I'initiation centrale du brin + et done la formation du triplex central 
(figure 3). Les infections ont ete realisees avec des surnageants contenant la 
meme quantite de particules normalisees sur la quantite de proteine de capside 
p24. 

20 La transduction de la GFP dans les cellules Hela a ete augmentee en 

presence d'un triplex sauvage et etait ramenee au taux basal en presence d f un 
triplex non fonctionnel. 

Ce gain de titre peut etre quantifie grace a Tutilisation du gene rapporteur 
LacZ (figure 4). Ces cellules ont ete transduites en triplicate en normalisant par 

25 reference a la quantite de proteine p24. Les transductions ont ete realisees sur 
des cellules bloquees ou non en division a Taphidicoline, qui bloque les cellules 
en G1/S. Les vecteurs utilises etaient, HRZ (sans triplex), TRIP Z (avec triplex), 
TRIP Z inv (la sequence triplex est orientee en sens inverse, elle est non 
fonctionnelle et ne conduit pas a la formation d'un triplex central). 
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Figure 4A: Le gain de transduction de la ftgal par des vecteurs contenant 
le triplex est de 6 a 10 fois. II est perdu lorsque le triplex n'est pas forme (TRIP 
Z inv). 

Figure 4B: L'effet du triplex sur la transduction de figal est independant 
5 de la division cellulaire: des resultats similaires sont obtenus sur des cellules en 
division ou bioquees a I'aphidicoline. 

Par ailleurs, les memes resultats sont obtenus sur cellules HeLa, que le 
plasmide d'encapsidation utilise lors de la production des particules vecteur soit 
io ou non delete dans les genes accessoires Vif, Vpr, Vpu, Nef. 

2.5. Effet du triplex sur I'efficacite de transduction par les vecteurs ex vivo 
L'impact du triplex sur la transduction de la EGFP dans des cellules 

primaires non mitotiques a par la suite 4te mesure. Des explants primaires de 
is moelle epiniere de rat enrichis en neurones ont ete transduits avec des 
surnageants de vecteur ultracentrifuges. Les transductions ont ete realisees 
avec moins de 10|jl de vecteur ultracentrifuge, contenant de la meme nombre 
de particules, normalise sur le nombre de ng de proteine de capside p24. 

Figure 6: le vecteur possedant une sequence triplex transduit un 
20 beaucoup plus grand nombre de cellules d'explants primaires de moelle 
epiniere de rat que le vecteur sans triplex. 

2.6. Impact du triplex sur la transduction in vivo da ns le cerveau 

L'effet du triplex sur la transduction de la EGFP in vivo a ensuite ete 
25 mesure par injection directe dans le cerveau de rat. Le meme volume (2pl) de 
surnageant de vecteur avec ou sans triplex contenant la meme quantite de 
proteine p24 a ete injecte dans le striatum. Alors qu'un grand nombre de 
cellules transduites ont ete detectees chez les rats injectes avec le vecteur 
avec triplex (figure 7a) t il a ete possible de detecter de peu de cellules 
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exprimant la EGFP dans le cerveau des rats injectes avec le vecteur sans 
triplex, et ce meme au point exact de I'injection, visible par la lesion iaissee par 
I'aiguille. 

Sur la figure 7b la construction de vecteurs VIH (avec ou sans sequence 
ADN triplex) qui expriment le gene reporter luciferase (HR Luc et TRIP.Luc) a 
permis de quantifier precisement rimpact sur la transduction de genes dans le 
cerveau. In vitro une augmentation d'un facteur 8 est observee dans les 
cellules HeLa (Figure 7-bl). Un benefice analogue est obtenu apres injection 
directe in vivo dans le striatum de cerveau de rat (Figure 7-b2) ou de souris 
(Figure 7-b3). 

2.7. Impact du triplex sur /'import nucleaire du genome vecteur 

Un test permettant de suivre au cpurs du temps I'ensemble des formes 
ADN vecteur dans la celllule transduite a ete mis au point par les inventeurs : 
ADN lineaire, cercles a 1 ou 2 LTRs mais aussi provirus integre. Ce test est 
base sur la detection par Southern de PADN viral selon une strategie de 
coupure et de choix de sonde permettant de differencier les differentes formes 
d'ADN retroviral (voir figure 8). L'ADN total des cellules infectees ou des 
cellules transduites par les vecteurs est digere par une ou deux enzymes de 
restriction de fa?on a degager un fragment interne, commun a toutes les 
formes d'ADN retroviral ou d'ADN vecteur presentes dans les cellules (ADN 
lineaire non integre, ADN circulaire a un ou deux LTRs et provirus integre). 
Dans le cas du vecteur, les enzymes choisies sont Eco Nl et Ava II. En utiiisant 
pour sonde un fragment genere par PCR chevauchant exactement le site Eco 
Nl, plusieurs bandes correspondant aux differentes formes d'ADN 
apparaissent. Le fragment interne permettra de calculer apres quantification au 
Phosphorimager I'ADN total vecteur present dans les cellules. Un fragment de 
1.16 Kb correspond au fragment distal de I'ADN lineaire non integre, un autre 
de 3.3 Kb correspond aux cercles non integres. Apres quantification des 
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signaux avec un phosphorimager, le taux cTimport nucleaire est indique par le 
pourcentage d'ADN viral integre et sous forme circulate (ADNs viraux 
nucleates) par rapport a I'ADN lineaire cytoplasmique. Les premiers blots 
preliminaires ont montre un profil d'ADN intracellulaire caracteristique d'un 
defaut d'import nucleaire dans ie cas des vecteurs depourvus de triplex ou dont 
la region centrale du genome HIV-1 a ete inseree a I'envers. En effet, I'intensite 
du signal correspondant a I'ADN linaire etait equivalent a celle du signal ADN 
total, 48 heures apres infection. En d'autres termes, le processing de I'ADN 
vecteur est majoritairement bloque au stade lineaire non integre; tres peu de 
molecules s'integrent (figure 9). A I'inverse, dans le cas des vecteurs possedant 
un triplex, il ne subsiste que peu d'ADN lineaire a 48 heures, indiquant que leur 
majeure partie a ete importee dans le noyau de la cellule transduite, puis s'est 
integree. 

2.8. Etude de I' effet de pos ition du triplex ADN da ns la construction vecteur 

On trouve chez tous les lentivirus les sequences cis-actives cPPT et 
CTS, responsables de la formation du triplex lors de la retrotranscription. Dans 
tous les cas, ce triplex se trouve a quelques nucleotides pres au centre du 
genome ADN lineaire. Cette position centrale du triplex pourrait etre importante 
pour le fonctionnement optimal de ce determinant de la translocation a travers 
le pore nucleaire. Les constructions vecteur realisees, la sequence triplex a ete 
inseree juste en amont de I'unite transcriptionnelle du gene rapporteur. Selon la 
taille du gene rapporteur, ce triplex se trouvait plus ou moins pres du centre du 
genome ADN lineaire vecteur. Dans le cas du gene rapporteur EGFP (0.7 Kb), 
le triplex est tres proche du centre de la construction; alors que dans le cas de 
LacZ (3.1 Kb), il en est plus eloigne (figure 2). Dans les deux cas, la presence 
du triplex a induit un gain en titre important des surnageants vecteurs. II existe 
done une certaine "flexibilite" dans la position du triplex sur le genome vecteur. 
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Toutefois, les vecteurs codant pour la EGFP se sont averes clairernent plus 
efficaces que ceux codant pour LacZ. II est done possible qu'un triplex place 
ideaiement permette un gain en titre supplemental. Afin de tester cette 
hypothese, les inventeurs ont entrepris de doner, a la place des genes 
5 rapporteurs, une banque de fragments de taille aleatoire (digestion partielle 
Sau3A), la distribution en taille des fragment clones etant analysee avant et 
apres transduction de cellules cibles. Dans le cas ou la position centrale du 
triplex serait tmportante pour sa fonction, la contrainte de construction d'un 
vecteur symetrique par rapport au triplex serait importante. II est possible de 
10 contourner cet obstacle en inserant I'unite transcriptionnelle du vecteur dans la 
region U3. Apres retrotranscription, le transgene sera duplique de part et 
d'autre du triplex avant de s'integrer, respectant ainsi une position exactement 
centrale du triplex. 

15 2.9. Transfert in vivo dans d ifferents tissus differencies 

La capacite des vecteurs lentiviraux "triplex" a transduire efficacement et 
stablement les tissus differencies affectes dans diverses pathologies 
genetiques est etudiee. Le potentiel de ces vecteurs dans le cerveau, et dans 
differents tissus tels que le muscle, I'epithelium pulmonaire et le foie chez le rat 

20 ou la souris. Des reponses qualitatives peuvent etre relativement rapidement 
obtenues grace a Tutilisation du gene rapporteur EGFP. Des mesures 
quantitatives de Timpact du triplex sur le taux de transduction de ces tissus sont 
permises en utilisant le gene rapporteur luciferase. Par ailleurs, la capacite de 
ces vecteurs a transduire les cellules souches totipotentes du tissu 

25 hematopoTetique humain peut etre evaluee, soit a partir de cellules CD34+ 
purifiees, soit a partir de cellules de sang de cordon total. 



2.10. Irensfert de penes a haute efficacite dan s des cellules souches 
hematop oTetiques par les vecteurs VIH a triplex. 



r 
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Les cellules souches hematopoTetiques sont des cibles d'importance 
majeure pour ie traitement d'un grand nombre de desordres genetiques lies au 
sang, musculaires ou neurologiques et de maladies infectieuses. La difficulty 
majeure pour le transfert de gene par vecteurs retroviraux derives d'oncovirus 

5 comme le MoMLV dans ces cellules est qu'elles se divisent tres peu et que 
I'induction de mitoses par un traitement cytokine s'accompagne en general 
d'une perte de leur totipotence. Sur la figure 16, les resultats de la transduction 
du gene GFP dans les cellules souches CD34 par le vecteur TRIP-GFP 
montrent une expression de la GFP dans plus de 85% des cellules. L'efficacite 

10 de transduction des cellules souches CD34 par le vecteur sans triplex HR-GFP 
est tres inferieure (Miyishi H et aL, Science 1999, 283, p 682-6). Les cellules 
souches CD34 etant transduite des leur purification, leur capacite clonogenique 
reste intacte. 

15 2.11. Utilisation des vecteurs lentiviraux a sequence triplex pour la 
transduction de ceiluies embryonnaires : Application a la construction 
d'animaux transgeniques ou de lignees cellulaires modifiees. 

Les vecteurs retroviraux sont potentiellement des outils interessants pour 
la construction d'animaux transgeniques via la transduction des oeufs 

20 (Rubenstein et aL, 1986, PNAS, 83, p 366-368) ou des cellules ES (Friedrich 
and Soriano, 1991, Genes Dev. 5, p 1513-1523). ^utilisation des vecteurs 
lentiviraux est susceptible d'augmenter Tefficacite de transduction de ces 
cellules totipotentes. Nos resultats preiiminaires de transduction de cellules 
embryonnaires de souris par le vecteur TRIP-GFP montrent une grande 

25 efficacite de transfert du gene GFP mais aussi une extinction complete de la 
transcription du transgene GFP. Certaines sequences virales en particulier le 
primar binding site (PBS) sont suspectees d'intervenir dans cette extinction 
d'expression. Afin de contourner cet obstacle, des vecteurs autodeletants pour 
ces sequences virales, vases sur le systeme de recombinaison specifique 
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CRE/Lox (Choulika et al M 1996, J. VIROL, 70, p 1792-98), ont ete construits. . 

2.72. Composition immunoaene a applica tions prophvlactiaues et/ou 

therapeutiaues : 

Une nouvelle strategie d'immunisation: vecteurs lentiviraux a triplex, 
introduction 

Le role des lymphocytes T cytotoxiques dans la reponse antitumorale et antivirale a 
ete documents, dans de nombreux systernes experimentaux murins mais aussi chez 
Thomme. Differentes strategies vaccinates visent a induire une reponse cytotoxique 
protectrice contre les tumeurs ou agents infectieux. Les lentivirus ont la capacite de 
traverser les pores nucleates et sont, en consequence, de bien meilleurs vecteurs 
de transduction de cellules. La transduction des cellules in vitro et/ou in vivo peut 
conduire a la presentation par ces cellules, des epitopes d'antigenes tumoraux et/ou 
viraux qui par la suite induiront une immunite cellulaire specifique. Pour ces raisons 
les inventeurs ont etudie la capacite immunogenique des vecteurs lentiviraux a 
triplex recombinants en utiiisant soit les cellules dendritiques transduites in vitro soit 
['administration directe in vivo chez des souris "humanisees" par I'expression de 
HLA-A2.1 (Pascolo S. et coll. 1997). Cette souris HHD "HLA-A2.1 pure" est le 
meilleur modele animal pour Tetude de la reponse cytotoxique HLA-A2.1 restreinte t 
a ete proposee pour realiser des etudes precliniques d'immunotherapie. Uensemble 
de nos resultats montre clairement la capacite immunogenique des vecteurs 
lentiviraux a triplex contenant les epitopes tumoraux et de ce fait les vecteurs 
lentiviraux a triplex represented une nouvelle strategie d'immunotherapie. 



Etude initiale : comparaison de differentes strategies vaccinales 
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En* utilisant les souris HHD, differentes strategies vaccinales ont ete prealablement 
comparees. Selectionnant arbitrairement 5 epitopes tumoraux les inventeurs ont 
compare cinq strategies ^immunisation applicables en clinique humaine: (i) peptides 
synthetiques en adjuvant incomplet de Freund, (ii) lipopeptides, (iii) particules 
5 recombinantes Ty de levure dans lesquelles, de maniere independante les epitopes 
ont ete fusionnes en C-terminal a la proteine P1. (iv) administration intramusculaire 
d'ADN-nu codant la giycoproteine du virus de I'hepatite B fusionnee aux epitopes 
dans sa portion pre-S2, (v) injection intra veineuse de cellules dendritiques chargees 
de peptides apres expansion et differenciation in vitro a partir des cellules de la 

10 moelle. Ayant observe que les injections de structures particulates (Ty 
recombinantes de levure) ou d'ADN nu recombinant codant une giycoproteine S du 
virus de I'hepatite B (Reference WO 95/11307 publie le 25/04/95) etaient les 
strategies les plus efficaces deduction de reponses cytolytiques, les inventeurs ont 
documents, par insertion dans cette giycoproteine d'un motif poiyepitopique derive 

15 du melanome (10 epitopes distincts), la possibility d'induire simultanement chez 
toutes les souris testees des reponses cytolytiques contre 5 peptides epitopiques sur 
10. 

Les antigenes particulaires Ty ou d'ADN nu se sont averes d'efficaces strategies 
20 deduction des reponses cytotoxiques. Cependant, la production sur une large 
echelle de particules Ty est difficile. De plus, il est a craindre que Introduction 
d'epitopes hydrophobes et multiples dans le segment pre-S2 de la giycoproteine du 
virus de I'hepatite B n'entrame une forte reduction de la production de particules par 
les cellules CHO (mode de preparation de I'actuel vaccin contre rhepatite). Les 
25 lentivirus (VIH-I) recombinants produits sous la forme de pseudotypes largement 
deletes, mais ayant conserve la sequence ADN triplex, ont la capacite de traverser la 
membrane nucleaire de cellules ne se divisant pas et represented une strategie 
vaccinate nouvelle et potentieliement plus efficace par rapport aux strategies 
vaccinales citees ci-dessus. 
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Materieis. methodes et resultats 
Souris transgeniques 

5 

Les souris HHD, expriment une construction monocatenaire dans laquelle les 
domaines de presentation peptidique (a1, a2) de ia molecule HLA-A2.1 sont 
covalemment associes en N-terminal, a la B>2-microglobuline humaine. Le domaine 
a3 et la partie intracytoplasmique de la molecule HLA-A2.1 sont remplaces par leur 
10 equivalent de la molecule H-2D b (Pascolo S.et coll. 1997). Ces souris permettent 
d'etudier I'immunogenicite de peptides epitopiques et de differentes strategies 
vaccinaies d'une fagon comparative. 

Construction du vecteur TRIP-MEL IRES GFP 

15 

Un vecteur bi-cistronique TRIP-IRES-GFP a tout d'abord ete construit. Le site EcoRI 
du vecteur TRIP-IRES-GFP a ete rempli avec J'ADN polymerase T4 creant le vecteur 
TRIP-DeltaE-GFP. Puis un fragment d'environ 1,2 kb BamHI- BstXI-SnaBI-EcoRI- 
IRES-EGFP-Xhol a ete clone a la place du fragment BamHI- EGFP-Xhol. Le 

20 fragment contenant TIRES-EGFP (Internal Ribosome Entry Site) est un don gracieux 
du Dr Yongwon Choi (Rockfeller University, N.Y., USA). Un fragment contenant une 
sequence consensus Kozac et un polyepitope CTL melanome a ete genere par 
PCR, sur la matrice pBS mel poly avec la pfu polymerase et les oligonucleotides: 
SBglMlu Mel: 5' cc agatct acgcgt gcc acc atg get get ggt 3' 3RIMel: 5' CG GAATTC 

25 GAC CTA AAC GCA ACG GAT G 3\ Le fragment de PCR mel a ensuite ete dig 're 
par Bglll et EcoRI et clone aux sites BamHI et EcoRI du vecteur TRIP-DeitaE-IRES- 
GFP, creant le vecteur TRIP-MEL-IRE S-GFP. 

Efficacite de transduction in vitro des cellules d ndritiques (CD) par les 
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vecteurs lentiviraux GFP avec ou sans triplex 

Les CD murines ont ete obtenues a partir de ta moelie de souris transgeniques HHD 
en presence d'IL4 et GM-CSF. Les CD humaines ont ete obtenues a partir donneurs 
5 sains d'haplotype HLA-A2.1 (voir ci-dessous). Ces cellules ont ete transduites par les 
vecteurs LV avec ou sans triplex en utilisant des concentrations differentes (75, 150, 

et 300ng-p24 de vecteur lentiviraux pour 5.10 5 cellules). 

L'expression de GFP dans les CD a ete mesuree par FACS les jours 2, 5 et 10. Les 
valeurs en terme d'intensite moyenne de fluorescence correspondant a I'efficacite de 
10 transduction des cellules ont montre que les vecteurs lentiviraux a triplex ont une 
capacite de transduction 5 a 7 fois plus elevee des CD humaines par rapport aux 
vecteurs lentiviraux sans triplex. 

Induction des reponses CTL primaires en utilisant des cellules dendritiques 
15 humaines transduites par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP 

Les CD humaines immatures ont ete obtenues a partir des donneurs sains 
d'haplotype HLA-A2.1 en presence de GM-CSF et IL13 (IDM, Paris, France). 
L'immunophenotypage de ces cellules par les anticorps monoclonaux contre CD1, 
20 CD4, H LA- ABC, HLA-DR, CD80, et CD86 a montre leur caractere immature avec 
une purete en CD superieure a 91%. 

Les CD ainsi obtenues ont ete transduites par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP a la 
concentration de 100ng p24/vecteur pour 1.10 6 cellules. L'efficacite de transduction 
des CD par TRIP-MEL-IRES-GFP a ete etudiee en mesurant ('expression de GFP 
25 par FACS. Les cellules mononuclees (CMN) provenant de meme donneur ont ete 
stimulees par les CD prealablement transduites. Apres trois stimulations, I'activite 
cytotoxique de ces cellules a ete testee sur des cellules T2 chargees 
individuellement par 4 peptides epitopiques en utilisant un test CTL classique de 4 
heures. Les peptides epitopiques Mage-3, gp100.154, GnTV/NA17/A, et 
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Tyrosinase368-D ont ete selectionnes du fait de leur immunogenic^ elevee dans les 
experiences anterieures. 

Des reponses cytotoxiques specifiques ont ete observees contre tous les epitopes 
5 testes. Le pourcentage de lyse observe pour chaque epitope est represents dans la 
figure 12. 

Immunisation directe des souris HHD par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP 

io. . Les souris HHD ont ete immunisees par 2,5 p/p24 du vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP 
par souris en sous-cutane (SC) t intra-veineux(IV) et en intra-peritoneal (IP). Le jour 
11 d'immunisation, les cellules spleniques de chaque souris ont ete stimuiees 
individuellement par les peptides epitopiques de melanome pendant 6 jours dont 2 
jours en presence de 10% TCGF. L'activite lytique de ces cellules a ensuite ete 

is testee sur des cellules RMAS chargees par les peptides correspondants ou sur des 
cellules HeLa-HHD transduites par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP. 

Les resultats obtenus pour chacune des souris sont representes en terme de lyse 
specifique sur des cellules RMAS (Tableau 1) et sur des cellules Hela-HHD 
20 transduites (Tableau 2). Les meilleurs resultats ont ete obtenus apres administration 
du vecteur par voies SC et IP a la fois en termes de lyse et de nombre de reponses 
simultanement induites chez une souris donnee. Le fait remarquable est que la 
majorite des souris immunisees par voie IP developpent des reponses cytolytiques 
contre tous les peptides epitopiques (figure 13). 

25 
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Conclusion 

Les resultats demontrent la capacite des vecteurs lentiviraux a triplex cTinduire des 
reponses imrnunitaires tres efficaces. Leur pouvoir immunogenique a ete montre non 
seulement in vitro sur des cellules dendritiques humaines mais aussi evalue dans le 
modeie de la souris transgenique HLA-A2.1 selon differents modes d'administration. 
D'une fagon remarquable, des reponses CTL specifiques ont ete obtenues pour les 
dix epitopes CTL contenus dans le poly-epitope de melanome. Les pourcentages de 
lyse contre les antigenes du melanome sont egalement plus eleves que ceux 
obtenus dans les meme souris HHD avec d'autres strategies vaccinates comme les 
iipopeptides, vaccin recombinant ou la vaccination ADN avec les pseudo-particules 
HBV. En consequence, les strategies vaccinaies, basees sur les vecteurs lentiviraux 
a triplex sont applicables a diverses pathologifes variees tumorales ou infectieuses. 



WO 99/55892 



PCT/FR99/00974 



50 



4- BIBLIOGRAPHIE 

5 Blomer U, Naldini L, Kafri T, Trono D, Verma IM. Gage FH. Highly efficient and 
sustained gene transfer in adult neurons with a lentivirus vector. J Virol. 1997 
Sep; 71(9): 6641-6649. 

Charneau P, F. Clavel. 1991. A single-stranded gap in human immunodeficiency virus 
10 unintegrated linear DNA defined by a central copy of the polypurine tract. J. ViroL, vol. 
65, N° 5. 2415-2421. 

Charneau P., Atizon M. and Clavel F. (1992). A second origin of plus strand synthesis is 
required for optimal HIV replication. J. Virol. 66: 2814-2820. 

15 

Charneau P, G. Mirambeau, P. Roux, S. Paulous, H.Buc, F.CIavel. 1994. 
HIV-1 reverse transcription : a termination step at the center of the genome. 
J.Mol.Biol., vol.241, 651-662. 

20 Goldman MJ, Lee PS, Yang JS, Wilson JM. Lentiviral vectors for gene therapy 
of cystic fibrosis. Hum Gene Ther. 1997 Dec 10; 8(18): 2261-2268. 

Heyman T., Agoutin B., Friant S., Wilhelm F.X., Wilhelm M.L., 1995, Plus- 
Strand DNA Synthesis of the Yeast Retrotransposon Ty1 is Initiated at Two 
25 Sites, PPT1 Next to the 3' LTR and PPT2 Within the pol Gene. PPT1 is 
sufficient for Ty1 Transposition. J. Mol. Biol., vol. 253, 291-303. 



Kafri T, Blomer U, Peterson DA, Gage FH, Verma IM. Sustained expression of 
genes delivered directly into liver and muscle by lentiviral vectors. Nat Genet. 



WO 99/55892 



51 



PCT/FR99/00974 



1997 Nov; 17(3): 314-317. 

Naldini L, Blomer U, Gage FH, Trono D, Verma IM. Efficient transfer, 
integration, and sustained long-term expression of the transgene in adult rat 
5 brains injected with a tentiviral vector. Proc Natl Acad Sci USA. 1996 Oct 15; 
93(21): 11382-11388. 

Naldini L, Blomer U, Gallay P, Ory D, Mulligan R, Gage FH, Verma IM, Trono D. 
In vivo gene delivery and stable transduction of nondividing cells by a lentiviral 
10 vector. Science. 1996 Apr 12; 272(5259): 263-267. 

Miller AD, Rosman GJ. 

Improved retroviral vectors for gene transfert and expression. BioTechniaues (1989), 
Vol 7, p 980-990. 

15 

Pascolo S., N. Bervas, J.M. Ure, A.G. Smith, F.A. Lemonnier and B. Perarnau. 1997. 

HLA-A2.1 -restricted education and cytolytic activity of CD8 + T lymphocytes from (12 

microglobulin ((12m) HLA-A2.1 monochain transgenic, H-2D b , G>2m double knockout 
mice. J. Exp. Med. 185, 2043-2051. 

20 

Poeschla E.M., Wong Staal F., Looney D.J. Efficient transduction of nondividing 
human cells by feline immunodeficiency virus lentiviral vector - Nature 
Medicine, vol. 4, n° 3: 354-357. 

25 Zufferey R, Nagy D, Mandel RJ, Naldini L, Trono D. Multiply attenuated 
lentiviral vector achieves efficient gene delivery in vivo.Nat Biotechnol. 1997 
Sep; 15(9): 871-875. 



WO 99/55892 



PCT/FR99/00974 



51/1 



TRAITE OE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES M1CRO-ORCANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS. 



FORHULE INTERNATIONALE 



OESTINATAIRE : 

Madame 0. BERNEMAN, 

Bur au des Brevets et Inventions 

INSTITUT PASTEUR 

25-28, rue du Docteur Roux 

75724 PARIS CEDEX 15 



~l 



DECLARATION SUR LA VIABILITE, 
dilivree en vertu de la regie 10.2 par 
I * AUT0R1TE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identified a la page suivaare 



NOM ET ADRESSE DE LA PART1E 
A LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA I 
VIABILITE EST DELIVREE 1 



I . DEPOSANT 


II. IDENTIFICATION DU MICRO-ORCAN1SHE 


Horn : 
Adreasc : 


INSTITUT PASTEUR 

Bureau des Brevets et Inventions 
25-28 rue du Docteur Roux 
75015 PARIS 


Nunero d'ordre attribue" par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

I - 2005 

Dace du d£poc ou du transfer: 1 : 

\ 5 AVRIL 1998 


111. DECLARATION SUR LA VIABILITE 


La viabllice* du aicro-organisat identifie aous cbiffre II a ete" contr6Ue 
le 20 AVRIL 1998 2 - A cttta dace, Le oicro-orgmi sue 


□' 


etait viable 
n'e'calc plus viable 





1 Indiquer la dace du depot initial ou, si un nouveau depot ou un cransfert one tte 
effectues, 1» plus recence des daces pertinences (dace du nouveau d6poc ou dace du eranaferc). 

2 Dana Ua cas vi»i s a la regie 10.2.a)ii) ec iii), aencionner le contr&U de viabilite 

le pius recent. 



3 Cocher la case qui convienc. 
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IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE DE VIABILITE A ETE EFFECTUE 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nod 



Adresse 



CNCM 

Collection Nationals 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Signacure(s) de la (des) personnels) 
eottpetence(s) pour representor 1'autorite 
de depot Internationale ou d* l'(des) 
employes) autorise(s) : 

Yvanne CERISIER 

Direcwur admintstralif d* t* CNCM 



Date 



Paris, le 02 juin 



Georges WAGENER 
ConMillef Scwntifiqu* do la CNCM 

199J* 



4 A renplir si cette information a it* demandee «t si lea resultats du control* etaient 
negatif s. 



Formula BP/9 Ideuxiise et daraiere page) 
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FORMULE INTERNATIONALE 



pDE 



DESTINATAIRE 



INST1TUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28 rue du Docteur Roux 
75015 PARIS 



RECEP1SSE EH CAS DE DEPOT INITIAL, 
delivre en vertu de la rigle 7.1 par 
1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifi.ee au baa de cette page 



L 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



_j 



IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME 



Reference d ' idcnc if ication do tine e par Le 
DEPOSANT : 



pTRIP.EGFP 



Nunero d'ordrt xccribue par 
I'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



I - 2005 



II. DESCRIPTION SC1ENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOM1QUE PROPOSEE 



Le nicro-organisme ideutifie ious chiffre I etait accompagne : 

d'une description scientifique 
| [ d'une designation caxonoaique proposer 

(Cocher ce qui convient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La preaente autorite de dep6t Internationale accepte le n» ic ro- or ganisme identifie sous 



chiffre 1, qu»elle a recu le 15AVRIL1998 



(date du depot initial) 



IV. RECEPTION D*UNE REQUETE EN CONVERSION 



La preaente autoritt de depot Internationale a recu le niero-organisac identifie sous 
chiffre I le (date du depot initial) 

et a recu une requete en conversion du depot initial en depot confome au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Horn 



Adrease 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Mic/oorgamsmes 

lNSTITUT PASTEUR 

28. Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 

coapetente ( s ) pour representer l'autorite 

de dep6t interna t ionale ou de XMdes) 

eaploye(s) aucorise(s) : Mme Y. CEFQSIER 

Ofec«*u« Aom»wfit»M de la CNCV 



{ Date 
1 



Paris, le 02 juin 1998 



En cas d 1 application de la regie 6.4.d), cette date est la date a laquelle 1* statue 
d'autorite de dep6t Internationale a ete acquis. 



+ 

WO 99/55892 



51/4 



PCT/FR99/00974 



Paris. I 20avril 1999 



CNCM 



Collection Natlonale 

d Cultures do Mlcroorganlsmes 

INSTITUT PASTEUR 



Madame D. BERNEMAN 
INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS Cedex 15 



25, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX IS 



TeJ : (33-3) 45 68 82 50 
Kflx : (33-1) 45 GO 82 3G 

Par tetecopie aux numSros : 
01 40 61 30 17/01 40 61 34 65 

N/R : CNCM-6823.904 

ObJ : nnrogtstrement tTurie bacterie en vuo de dfcpOt aim tenuis du I tail* do Budapest 
Copie : Monsieur Pierre CHARNEAU, 



Pat la prfesente nous vous confirmons avoir re9u ce jour, en vue d un d6pol initial suivant la 
regie 6.1 du Tratte de Budapest, douze echantlllons congel6s de la bacterie ldentifi6 d- 
dessous. 

Voire prujet de depdt a et§ enregistr6 d la CNCM 
6 la date du 20 AVRIL 1999 
sous le num6ro suivant 

Reference d'identtflcation Num&ro d'enrealslrement 



Si un depol est accepts, ie numero dordre attribue par la CNCM sera tdentique au 
numero d'enregisirernent et la date du d6pdt sera la dale de Tenregistrement 



Restant & votre disposition, 

nous vous prions d'agreer, Madame, ('expression de nos salutations distingu6es. 



Unfl6 d'Oncologie Vtrale 



Madame, 



p TRIP. MEL - IRES - GFP 



1-2185 




Mme Y. CERISIER 

Dtrecteur AdmkilsUaUf dv to CNCM 



+ 

WO 99/5S892 



52 



PCT/FR99/00974 



REVEND1CATIONS 

1. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 

5 une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like, ledit vecteur comprenant en outre une sequence 
de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet) et des signaux de 
regulation de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like. 

10 2. Vecteur selon la revendication 1, caracterise en ce que les 

sequences d'origine retrovirale sont derivees du genome d'un lentivirus. 

3. Vecteur selon la revendication 1, caracterise en ce que les 
sequences d'origine retrovirale-like sont derivees d'un retrotransposon. 

4. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
15 caracterise en ce que le transgene ou la sequence d'interet est contenu dans 

une cassette d'expression comprenant des signaux regulateurs de transcription 
et d'expression. 

5. Particules retrovirales recombinantes comprenant un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 

20 une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like et etant inserees dans une orientation fonctionnelle 
avec des signaux regulateurs de retrotranscription d'origine retrovirale ou 
retrovirale-like. 

6. Particules vecteur retrovirales recombinantes comprenant : 

25 a) un polypeptide gag correspondant a des nucleoproteines d'un 

lentivirus ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides GAG), 

b) un polypeptide eq! constitue par les proteines RT, PRO, IN d'un 
lentivirus ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

c) un polypeptide d'enveloppe ou des polypeptides derives fonctionnels 
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(polypeptides ENV) t 

d) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene ou une sequence d'interet) 
placee sous ie controle de signaux regulateurs de transcription et depression, 
5 une sequence contenant des signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation d'origine retrovirale ou retrovirale-like et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like et etant inserees dans une orientation fonctionnelle 

10 avec les susdits signaux regulateurs d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

7. Vecteur recombinant, selon la revendication 5 ou 6, caracterise en 
ce que les signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et 
d'encapsidation sont d'origine lentivirale, Ie, polynucleotide comprenant les 
regions cPPT et CTS est d'origine lentivirale. 

15 8. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 

a 7, caracterise en ce que les signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation et Ie polynucleotide comprenant les regions 
cPPT et CTS, sont derives d'un retrovirus de type HIV, en particulier H1V-1 ou 
HIV-2. 

20 9. Vecteur recombinant selon la revendication 8, caracterise en ce 

que les signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et 
d'encapsidation et Ie polynucleotide comprenant les regions cPPT et CTS, sont 
derives d'un virus choisi parmi les lentivirus CAEV, EIAV, VISNA, HIV,SIV ou 
FIV. 

25 10. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 

a 9, caracterise en ce que Ie polynucleotide est une sequence d'ADN 
comprenant la region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et la region de 
terminaison (CTS) du genome d'un retrovirus HIV-1. 

1 1 . Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 
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a 9, caracterise en ce que le polynucleotide comprend les regions cPPT et CTS 
d'une sequence qui peut etre choisie parmi les sequences representees a la 
figure 11 ou en ce qu'il s'agit d'une de ces sequences, mutee notamment par 
deletion ou insertion d'un ou piusieurs nucleotides, des lors que le 

5 polynucleotide permet la formation d'un triplex lors de la retrotranscription du 
vecteur sous le controle des elements de regulation appropries. 

12. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce qu'il s'agit du plasmide pTRIP.EGFP, depose a la CNCM le 
15 Avril 1998, sous le numero I.2005. 

10 13. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, 

caracterise en ce qu'il s'agit du plasmide pTRlP.MEL-IRES-GFP, depose a la 
CNCM le 20 Avril 1999, sous le numero 1-2185. 

14. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 5 
a 1 1 , caracterise en ce que les sequences gag , pol et env sont derivees des 

15 sequences d'un retrovirus HIV, en particulier HIV-1, ou HIV-2. 

15. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 5 
a 12, caracterise en ce que les sequences gag et qq\ sont derivees des 
sequences d'un retrovirus HIV et la sequence env est derivee d'un retrovirus 
different de HIV, ou d'un virus. 

20 16. Vecteur recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce 

que la sequence env code pour des polypeptides ENV amphotropes. 

17. Vecteur recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce 
que la sequence grw code pour des polypeptides ENV ecotropes. 

18. Vecteur recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce 
25 que la sequence em/ est derivee du virus de la somatite vesiculeuse (VSV). 

19. Particules vecteur recombinantes comprenant une sequence de 
nucleotides recombinante comprenant une sequence de nucleotides 
determinee (transgene), placee sous le controle de signaux regulateurs de 
transcription et d'expression, des signaux regulateurs de retrotranscription, 
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d'expression et d'encapsidation et un polynucleotide comportant une region cis- 
active d'initiation centrals (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS). 

20. Particules vecteur recombinantes comprenant une sequence de 
nucleotides recombinante contenant une sequence de nucleotides determinee 
(transgene ou sequence d'interet), placee sous le controle de signaux 
reguiateurs de transcription et depression, des signaux reguiateurs de 
retrotranscription, d'expression et d'encapsidation de retrotransposon et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant derivees d'un 
retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle avec les signaux 
reguiateurs de retrotransposon. 

21. Particules retrovirales-like recombinantes comprenant : 

a) un polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale 
(cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant 
derivees d'un retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle 
avec les signaux reguiateurs de retrotransposon, 

b) un polypeptide correspondant aux nucleoproteines d'un 
retrotransposon ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides 
GAG), 

c) un polypeptide eqI correspondant a des proteines RT, PRO, IN d'un 
retrotransposon ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

d) un polypeptide d'enveloppe virale, 

e) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), placee 
sous le controle de signaux reguiateurs de transcription et d'expression, des 
signaux reguiateurs de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation de 
retrotransposon. 

22. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1, 
3 ou 15, caracterise en ce que les signaux reguiateurs de retrotranscription, 
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d'expression et d'encapsidation et le polynucleotide comprenant les regions 
cPPT et CTS, sont derives d'un retrotransposon de levure. 

23. Cellules recombinantes, caracterisees en ce qu'elles sont 
recombinees avec un vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 

5 22. 

24. Cellules recombinantes selon la revendication 23, caracterisees en 
ce qu'il s'agit de cellules eucaryotes differenciees non mitotiques. 

25. Cellules recombinantes selon la revendication 23, caracterisees en 
ce qu'il s'agit de cellules eucaryotes primaires ou de lignees cellulaires 

10 irnmortalisees. 

26. Cellules selon la revendication 24, caracterisees en ce qu'il s'agit 
de cellules de poumon, des cellules du cerveau, cellules epitheliales, 
astrocytes, microglie, oligodendrocytes et neurones, musculaires, hepatiques, 
dendritiques, neuronales, des cellules souches de la moelle osseuse, des 

15 macrophages, des fibroblastes, des cellules hematopoietiques, des 
lymphocytes. 

27. Composition a visee therapeutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 22 ou des 
cellules recombinantes selon Pune quelconque des revendications 23 a 26. 

20 28. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle comprend un 

vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 22 ou des cellules 
recombinantes selon Tune quelconque des revendications 23 a 26. 

29. Utilisation d'un polynucleotide comportant une region cis-active 
d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 

25 regions etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, pour la construction d'un 
vecteur recombinant. 

30. Utilisation d'un polynucleotide comportant une region cis-active 
d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 
regions etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like pour Timport nucleaire ex 
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vivo dans des cellules eucaryotes, d'une sequence de nucleotides (transgene 
ou sequence nucleotidique d'interet). 

31. Utilisation d'un vecteur recombinant seion I'une quelconque des 
revendications 1 a 22, pour la transfection ou la transduction ex vivo de cellules 

5 differenciees non mitotiques. 

32. Utilisation d l un vecteur recombinant selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 22, pour la transfection ou la transduction ex vivo de cellules 
primaires ou lignees cellulaires immortalisees. 

33. Polynucleotide comprenant une sequence de nucleotides derivee 
10 d'un genome retroviral et contenant environ 80 a 120 nucleotides de preference 

90 a 110 nucleotides, ladite sequence de nucleotides etant encadree d'une part 
par une sequence nucleotidique cis-active d'initiation centrale (cPPT) et d'autre 
part une sequence nucleotidique cis-active de terminaison centrale (CTS). 

34. Polynucleotide selon la revendication 33, caracterise en ce que la 
is sequence de nucleotides derivee du genome retroviral est derivee du genome 

de HIV, en particulier de HIV-1 et comporte environ 98 nucleotides et en ce que 
la sequence nucleotidique cPPT comporte au moins 10 nucleotides et la 
sequence nucleotidique cis-active CTS comporte au moins 15 nucleotides, les 
sequences nucleotidiques cPPT et CTS etant derivees du genome de HIV, de 
20 preference de HIV-1 . 

35. Polynucleotide seion la revendication 33 ou 34, caracterise en ce 
qu'il est sous forme simple brin ou double brin. 

36. Polynucleotide selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce 
qu'il est sous forme triplex. 

2 5 37. Utilisation d'un polynucleotide comportant une region cis-active 

d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 
regions etant d'origine retroviral ou retrovirale-like, pour la transfection ou la 
transduction de cellules eucaryotes avec un transgene ou un polynucleotide 
d'interet. 
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38. Utilisation d'un vecteur recombinant ou d'un polynucleotide selon 
les revendications 1 a 22 pour la transduction in vivo. 

39. Utilisation d'un vecteur recombinant ou d'un polynucleotide selon la 
revendication 38 dans laquelle la transduction in vivo est realisee par injection 
dans un tissu. 

40. Polynucleotide selon la revendication 33 ou 34 associe a une 
sequence nucleotidique d'interet ou a un transgene. 
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Figure 1 : Retrotranscription des lentivirus, 
formation du triplex ADN central 
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FIGURE 4: Quantification du taux de transduction du gene EGFP 
par les v cteurs VIH avec ou sans triplex 



Transduction de la GFP dans des cellules HeLa mitotiques 
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FIGURE 4A 

Transduction de la GFP dans des cellules HeLa bloquees 



2 
«/> 

J 

J3 





i 




.1 







0 aph+ nev- 
IS| aph+ nev+ 



o 



o 

Cu 

vectcur 



O 



FIGURE 4B 

FEUILLE DE REMPLA CEMENT (REGLE 26* 
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Impact du triplex sur la transduction de 
cellules HeLa en division ou en I'absence de 
division, avec la GFP 

3000 —j -r 




Figure 4C 
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FIGURE 5: Quantification du taux de transduction du g ne LacZ 
par ies vecteurs VIH avec ou sans triplex 



FIGURE 5A : Transduction de la pgal dans des cellules HeLa mitotiques 
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FIGURE 5B : Transduction de la Pgal dans des cellules HeLa non mitotiques 



12000- 



E 

3 



10000- 



8000- 



6000- 



4000- 





I 




\\§m 


i 





N 

5 



23 aph+ nev- 
H aph+ nev+ 



> 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 




FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 




FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 




FEUILLE DE REMPLA CEMENT (REGLE 26) 
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Impact du triplex sur la transduction de I'activite 
luciferase dans des cellules HeLa in vitro 
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Figure 7bl 
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impact du triplex sur la transduction de I'activite 
luciferase dans le cerveau de rat in vivo 
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Figure 7b2 
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impact du triplex sur la transduction de I'activite 
luciferase dans le cerveau de souris in vivo 
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Figure 11G 
Region ADN triplex du virus HIV-1 
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Aiignement des sequences cPPT et PPT 3' 
chez quelques lentMrus 
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FIGURE 11H 
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Figure 1: Re vers transcription of lentiviruses, 
formation of central DNA triplex 
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Figure 4: Quantification of degree of transduction of EGFP gene 
by HIV vectors with or without triplex 



Transduction of GFP in mitotic HeLa cells 
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FIGURE 4A 

Transduction of GFP in blocked HeLa cells 
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FIGURE 4B 
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Impact of tripl x on transduction of 
dividing or nondividing Hel cells, with GFP 
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Figure 4C 
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FIGURE 5: Quantification of degree of transduction of LacZ gene by HIV vectors with 
or without triplex 



FIGURE 5A: Transduction of {Jgal in mitotic HeLa cells 
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FIGURE 5B: Transduction of pgal in non mitotic HeLa cells 



12000 



10000- 



8000- 



6000- 



4000- 



2000- 



o- 1 - 





i 




> 
.5 
N 



0 aph+ nev- 
H aph+ nev+ 



REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 




REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 



WO 99/55892 



8/31 



PCT/FR99/00974 






REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 



WO 99/55892 



9/31 



PCT7FR99/00974 




REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 



WO 99/55892 PCT/FR99/00974 

10/31 




REPLACEMENT PAGE (RULE 26) 



99/55892 



11 /31 



PCT/FR99/00974 



Impact of triplex on transduction of luciferase activity 
in HeLa cells in vitro 
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Figure 7bl 
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Impact of triplex on transduction of luciferase activity 
in rat brain in vivo 
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Figure 7b2 
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Impact of triplex on transduction of luciferase activity 
in mouse brain cells in vivo 
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Figure 7b3 
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Figure 11G 

Triplex DNA region of HIV-1 virus 
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Alignment of cPPT and 3' PPT sequences 
in some lentiviruses 



rPRT AAAAGAAAAGGGGGG hiv-1 
central PPT *************** 



AAAACAAGGGGGGG 
****q********* 



HlV-2 roo 



AAAAGAAAAGGGGGG 

*******QQ**£**^ 



SfV mac & H1V-2mhz 



AAAAGAAAAGGGAGG 
******* *q* *AG* A 



SFVagm 



AAAAAGAAAAAAGAAAGGGTGG 
** *************** * 



VISNA 



AAAAATAAAAAAAGAAAGGGTG caev 
*** »p * * *************** * 

AACAAGGGGGGAA 
**AGG*A***A** BAV 



FIGURE 11H 
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